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Resumen y Abstract  IX 
 
Resumen 
La pudrición blanda bacteriana de ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) es un 
problema fitosanitario que ocasiona pérdidas del 20% en producción en el mundo 
y en Colombia se desconocen sus síntomas y agentes causales. Como objetivo de 
esta investigación se planteó describir el desarrollo de esta enfermedad con base 
en su sintomatología e identificar a nivel de especie sus agentes causales. Para 
ello, se visitaron viveros del municipio de San Antonio del Tequendama, Colombia, 
donde se seleccionaron plantas enfermas para la descripción de los síntomas, 
realizar los aislamientos y caracterizarlos morfológica, bioquímica y 
molecularmente, además de evaluar su actividad pectolítica en papa y su 
patogenicidad en plantas de ciclamen. Como resultado, se asociaron seis síntomas 
con la enfermedad: marchitez generalizada, cormo blando, presencia de exudado 
en el cormo, pudrición blanda de raíces, pudriciones blandas y pudriciones blandas 
necróticas en peciolos y pedúnculos; de los cuales 47 morfotipos fueron aislados 
siendo siete patógenicos, uno provenía de síntomas de cormos blandos, dos de 
peciolos con pudriciones blandas, dos de peciolos con pudriciones blandas 
necróticas y dos de pudriciones blandas en raiz. Un análisis de correspondencia 
múltiple considerando las características, morfológicas, bioquímicas y patogénicas, 
agrupó los siete aislamientos en los géneros Pseudomonas, Dickeya y 
Pectobacterium. Un análisis multilocus (MLSA) a partir de las secuencias de la 
región del 16S rADN y housekeeping genes (gapA, icdA, mdh, pgi, rpoB y rpoD) 
confirmó las especies bacterianas, Pseudomonas asplenii, Dickeya solani y 
Pectobacterium atrosepticum como los agentes causales de la pudrición blanda 
bacteriana del ciclamen en Colombia. 
Palabras clave: diagnóstico, ornamentales, Dickeya solani, Pectobacterium 






The cyclamen bacterial soft rot (Cyclamen persicum Mill.) is a phytosanitary 
problem that causes 20% production losses worldwide, however in Colombia its 
symptoms and causal agents are unknown. The aim of this research was the 
description of the bacterial soft rot disease development, based on 
symptomatology, and the identification to the species level of the causal bacterial 
agents. For that, nurseries of the San Antonio del Tequendama municipality in 
Colombia were visited, diseased plants were selected to describe the symptoms, 
isolate the pathogens, and characterize them morphological, biochemical and 
molecularly, besides evaluating its pectolytic activity on potato and pathogenicity 
on cyclamen plants. As a result, six symptoms were associated with the disease: 
wilt, soft corm, exudate on corm, rot roots, soft rot and necrotic soft rot on petioles 
and peduncles. Seven morphotypes, out of 47 isolated were pathogenic; one from 
the soft corms, two from petioles with soft rot, two from petioles necrotic soft rot, 
and two from root rot. Considering the morphological, biochemical and pathogenic 
characteristics, a multiple correspondence analysis clustered the seven isolates in 
the genera Pseudomonas, Dickeya and Pectobacterium. From the sequences of 
the 16S rADN region and housekeeping genes (gapA, icdA, mdh, pgi, rpoB y rpoD), 
a multi-locus analysis (MLSA) confirmed the bacterial species, Pseudomonas 
asplenii, Dickeya solani and Pectobacterium atrosepticum as the causal agents of 
the cyclamen bacterial soft rot in Colombia. 
Key words: diagnoses, ornamentals, Dickeya solani, Pectobacterium 
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Desde el siglo XIX, Cyclamen persicum Mill. (Primulaceae) es uno de los cultivos 
ornamentales de maceta más comercializados en el mundo, debido a su permanente 
floración, aún en épocas de invierno (Jalali et al., 2012).  
 
La zona de mayor producción de ciclamen en el mundo es Europa, principalmente 
Alemania y Holanda. Sin embargo, la mayor comercialización se realiza en Japón y 
Estados Unidos. En el año 2002 Japón produjo más de 17 millones de plantas, y Estados 
Unidos vendió cerca de cinco millones de plantas (Grey-Wilson, 2015). Mientras que, en 
Sur América, Argentina produce tan solo 685.600 plantas al año (Gobierno de la provincia 
de Buenos Aires, 2006). 
 
En Colombia el viverismo comprende la producción y comercialización de plantas vivas 
incluyendo ornamentales; con un valor del mercado de exportación de 20 millones de 
dólares y un mercado nacional de $180 mil millones COP. Se estima que la producción del 
viverismo ocupa alrededor de 1950 ha, involucrando a más de 3000 productores y 35000 
familias de ámbito rural, que dependen económicamente de esta actividad. Cundinamarca 
es el departamento del país con mayor área de producción de plantas de vivero, con un 
65% aproximadamente del área total (Colviveros, 2019). A pesar del alto valor de mercado 
e importancia económica y social, no se conoce la participación por especie vegetal dentro 
de este negocio. 
 
En Colombia la planta de ciclamen es conocida como Violeta de los Alpes y es 
comercializada como planta ornamental de maceta. Esta planta herbácea se caracteriza 
por presentar un tallo modificado en forma de disco aplanado, llamado cormo (Widmer, 
1992) o tubérculo (Dusen et al., 2015), del cual emergen sus hojas y flores agrupadas en 
racimos o coronas. Sus hojas son de color verde azulado, en forma de corazón a ovadas 
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con marcas plateadas y márgenes dentados o crenados. Sus flores sobrepasan el follaje 
de la planta (Widmer, 1992) y son particulares por presentar pétalos invertidos, longevidad 
y diversidad de colores (Ori y Yael, 2019). 
 
La producción de ciclamen en Colombia se realiza principalmente en el departamento de 
Cundinamarca, específicamente en el municipio de San Antonio del Tequendama, donde 
el 20% de su actividad económica corresponde a la producción agrícola y en la que se 
encuentra el cultivo de plantas ornamentales en vivero. Adicionalmente, alrededor de 20 
empresas de producción de plantas se encuentran conformadas oficialmente en este 
municipio, las cuales comercializan sus ornamentales en diferentes ciudades del país, 
siendo la plaza de mercado de Paloquemado en Bogotá el principal punto de distribución 
(Alcadía municipal San Antonio del Tequendama, 2016). 
 
La producción del cultivo de ciclamen en San Antonio del Tequendama se encuentra 
organizado, en su mayoría, por un esquema de economía familiar campesina, la cual se 
basa principalmente en el conocimiento empírico de los productores (Colviveros, 2019). 
Sin embargo, este cultivo se ha visto afectado principalmente por la presencia de 
enfermedades, desconociendo los agentes causales y las fuentes de inóculo, lo que ha 
llevado a un mal manejo y a bajos rendimientos en la producción. 
 
En el año 2015 la producción de ciclamen en Colombia se vió afectada por la presencia de 
síntomas asociados con la enfermedad conocida como pudrición blanda bacteriana (Moya, 
2016). Dicha enfermedad se caracteriza por la presencia de una marchitez generalizada, 
acompañada de hojas cloróticas y pudrición blanda en peciolos, cormos y raíces, llegando 
a provocar la muerte de la planta. Esta afectación causa pérdidas económicas entre el 15 
y el 20% en todo el mundo, incluyendo los viveros ubicados en el municipio de San Antonio 
del Tequendama (Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; Moya, 2016; Romero y Rivera, 
2005). 
 
La producción intensiva de ciclamen en el mundo ha generado el surgimiento de problemas 
sanitarios debido al intercambio de germoplasma y semillas En el año 2018 se reportaron 
en el mundo 25 enfermedades diferentes en Ciclamen, 12 de origen fúngico, tres 
bacterianas, un fitoplasma, seis virales y tres causadas por nematodos (Elmer y Daughtrey, 
2018; Wick y Dicklow, 2000).  
Introducción 3 
 
Dentro de Las enfermedades fúngicas descritas en ciclamen se encuentran antracnosis 
(Colletotrichum gloeosporioides, C. fragariae y Cryptocline cyclaminis), botrytis (Botrytis 
cinerea), podredumbre de Cilindrocarpon en raíz y corona (Cylindrocarpon destructans), 
pudrición de Cylindrocladiella en raíz (Cylindrocladiella peruviana), damping-off (Phoma 
exigua), marchitamiento por Fusarium (Fusarium oxysporum y F. cyclaminis) mancha de 
Phyllosticta en hoja (Phyllosticta cyclaminis), pudrición de Pythium en raíz (Pythium spp.), 
pudrición de Phytophthora en raíz (Phytophthora tropicalis), mildeo velloso (Pseudoidium 
cyclaminis), mancha o atrofiamiento de Ramularia en hojas (Ramularia cyclaminicola), 
Rhizoctoniasis de la corona o tallo (Rhizoctonia solani), mancha de Septoria en hoja 
(Septoria cyclaminis) y podredumbre necrótica de la raíz  (Thielaviopsis basicola) (Elmer y 
Daughtrey, 2018; Wick y Dicklow, 2000). 
 
De igual forma se han reportado enfermedades virales en plantas de ciclamen asociadas 
con el virus del bronceado del tomate (Tomato Spotted Wilt Virus TSWV), el virus de la 
mancha necrótica de Impatiens (Impatiens Necrotic Spot Virus INSV), el mosaico del 
pepino (Cucumber Mosaic Virus CMV), el mosaico del tabaco (Tobacco Mosaic Virus 
TMV), el virus de la aspermia del tomate (Tomato aspermy virus TAV) y  el virus X de la 
papa (Potato X virus PVX) (Elmer y Daughtrey, 2018; Wick y Dicklow, 2000).  
 
Así mismo se han reportado enfermedades bacterianas en ciclamen como la pudrición 
blanda bacteriana (Pantoea agglomerans, Pectobacterium carotovorum, Dickeya dadantii 
subsp. dieffenbachiae y Erwinia rhapontici), el marchitamiento bacteriano (Ralstonia 
solanacearum), y fitoplasmas asociados con filodia y atrofiamiento (Aster yellows sub 
grupo 1B) (Elmer y Daughtrey, 2018; Wick y Dicklow, 2000). 
 
Las enfermedades pudrición blanda bacteriana, el marchitamiento por Fusarium spp. y las 
manchas virales causadas por Tospovirus, son las más limitantes en el cultivo de ciclamen 
y particularmente difíciles de manejar (Elmer y Daughtrey, 2018). Sumado a esto, las 
enterobacterias asociadas con pudriciones blandas son reconocidas entre los 10 
principales patógenos bacterianos más importantes en la agricultura que limitan el 
rendimiento y la calidad de los cultivos (Mansfield et al., 2012). 
 
A nivel mundial, la identificación del agente causal de la pudrición blanda bacteriana de 
ciclamen, ha reportado a patógenos del orden Enterobacteriales asociados con el grupo 
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Erwinia y del orden Pseudomonadales con el género Pseudomonas (Amani, 1967; 
Beaumont 1953; Butcher, 1924; Carta, 1993; Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; Elmer 
y Daughtrey, 2018; Lemattre, 1973; Nicolas y Aggery, 1970; Panagopoulos y Psallidas, 
1970; Romero y Rivera, 2005; Van Assche, 1958). 
 
Anteriormente, las especies del grupo Erwinia se les asoció con podredumbres blandas 
debido a su actividad pectolítica (Dickey, 1979) e inicialmente estas bacterias fueron 
clasificadas a nivel de especie de acuerdo con su hospedero. Sin embargo, se ha 
demostrado que estos microrganismos pueden tener un amplio rango de hospedantes y 
que son demasiado divergentes tanto bioquímica como genéticamente para ser incluidos 
en un solo clado. Por lo tanto, el grupo llamado Erwinia spp. fue reclasificado en los nuevos 
géneros Pectobacterium y Dickeya (Gardan et al., 2003; Hauben et al., 1998; Samson et 
al., 2005; Waldee, 1942) aunque compartan hospederos y algunas características 
bioquímicas y genéticas (Dickey, 1979). 
 
Pectobacterium spp. anteriormente Erwinia carotovora, fue dividida en cuatro especies, P. 
carotovorum, P. atrosepticum, P. betavasculorum y P. wasabiae (Gardan et al., 2003). No 
obstante, P. carotovorum se subdividió en tres subespecies; P. c. subsp. carotovorum, P. 
c. subsp. odoriferum (Gallois et al., 1992) y P. c. subsp. brasiliense (Duarte et al., 2004). 
Estas dos últimas se han descrito como cepas atípicas de la especie P. atrosepticum por 
divergencias en caracteres bioquímicos (Nabhan et al., 2012). 
 
El género Dickeya, anteriormente perteneciente al complejo de Erwinia chrysanthemi, 
contiene mayor número de especies comparado con el género Pectobacterium (Laurila et 
al., 2010; Potrykus et al., 2015; Toth et al., 2011), fue dividido en seis especies y una 
subespecie, D. dianthicola, D. zeae, D. chrysanthemi, D. paradisiaca, D. solani, D. dadantii 
y D. dadantii subsp. dieffenbachiae (Brady et al., 2012; Czajkowski et al., 2015) 
 
De igual forma, inicialmente el género Pseudomonas fue descrito de acuerdo con sus 
características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas (Migula, 1900; Stanier et al., 1966), 
aunque este es el grupo más diverso, complejo y con el mayor número de especies de 




Aunque la filogenia de bacterias causantes de pudriciones blandas ha sido reevaluada 
recientemente, el protocolo para la identificación del agente causal de la pudrición blanda 
bacteriana de ciclamen a la fecha incluye una caracterización morfológica, fisiológica y 
bioquímica, a los aislamientos procedentes de plantas enfermas, los cuales son 
comparados con cepas de referencia (Amani, 1967; Beaumont 1953; Butcher, 1924; Carta, 
1993; Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; Elmer y Daughtrey, 2018; Lemattre, 1973; 
Nicolas y Aggery, 1970; Panagopoulos y Psallidas, 1970; Romero y Rivera, 2005; Van 
Assche, 1958) sin tener certeza actualmente de las especies y subespecies causantes de 
esta enfermedad. Adicionalmente otro punto importante a destacar es que se desconocen 
las fuentes de inóculo o reservorios de estos patógenos bacterianos que afectan el cultivo 
del Ciclamen.  
 
La supervivencia de patógenos del orden enterobacteriales en el ambiente es limitada 
(Pérombelon y Kelman, 1980) y depende principalmente de la temperatura, el nivel de 
humedad y el pH; sin embargo, los restos de cosecha, el material vegetal afectado, el suelo 
de la zona de raíces, las arvenses y el agua de riego, pueden albergar ocasionalmente a 
estos patógenos. La detección de células vivas enterobacteriales en el suelo o agua es 
limitada, debido a la presencia de otros microorganismos y a su bajo número de células, 
que a menudo están por debajo de 10 UFC (Unidades Formadoras de Colonia), por lo cual, 
se hace necesario la implementación de técnicas de concentración o enriquecimiento en 
tampones en agitación antes de siembra en medios selectivos (Pérombelon y Hyman, 
1989; Pérombelon y Van Der Wolf, 1998). 
 
Métodos recientes para la identificación y detección a nivel de especie y subespecie de los 
agentes causales y reservorios asociados a podredumbres blandas del orden 
Enterobacterales y Pseudomonadales, incluyen perfiles bioquímicos, métodos serológicos 
y moleculares como análisis de huellas genéticas (REP-PCR) (del igles fingerprinting), 
fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP) (del ingles restriction fragment 
length polymorphism), polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (del 
igles amplified fragment length polymorphism),  marcado de secuencias multilocus (MLST) 
(del ingles multi locus sequence tagging), Amplificación aleatoria de ADN polimórfico 
(RAPD) (del ingles random amplification of polymorphic DNA), análisis de ésteres metílicos 
de ácidos grasos (FAME) (del ingles fatty acid methyl ester) y secuenciación completa del 
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genoma para encontrar diferencias importantes o sutiles a nivel de secuencias 
nucleotídicas (Czajkowski et al., 2015). 
 
Por lo tanto, los objetivos de esta investigación se centraron en (i) identificar los síntomas 
y describir el desarrollo de la enfermedad de la pudrición bacteriana de Cyclamen persicum 
Mill. (ii) aislar los microorganismos bacterianos a partir de plantas de Cyclamen que 
presenten los síntomas de la enfermedad  pudrición bacteriana. (iii) identificar mediante 
pruebas morfológicas, fisiológicas, bioquímicas, moleculares y de patogenicidad, los 
microorganismos bacterianos asociados a la pudrición de Cyclamen y (iv) aislar 
microorganismos bacterianos a partir de agua de riego y sustratos utilizados en la 
producción de Ciclamen en la región de San Antonio del Tequendama. 
 
1. Dickeya sp., Pectobacterium sp. y 
Pseudomonas sp. bacterias asociadas a la 
pudrición blanda bacteriana de ciclamen 
(Cyclamen persicum Mill.) 
La enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen se ha reportado en varios 
continentes , incluyendo Europa, Asia, Australia y América. El primer reporte oficial en el 
mundo del agente causal asociado a la enfermedad, se realizó en el año  1924 en Inglaterra 
(Butcher, 1924). Sin embargo, se cree que esta enfermedad era un problema que venía 
de tiempo atrás y que no se había documentado previamente. En ese primer reporte se 
asoció la enfermedad con agentes bacterianos debido a su síntomatología de pudrición 
húmeda y blanda (Butcher, 1924), lo cual fue corroborado mediante inoculaciones de 
aislamientos bacterianos provenientes de plantas sintomáticas en plantas sanas en las que 
se reprodujo la enfermedad (Nicolas y Aggery, 1937). No obstante, estos primeros reportes 
no llegaron a identificar la especie asociada con el daño. Tan solo hasta 1953, se identificó 
a Erwinia carotovora como el agente causal (Beaumont, 1953), lo cual fue confirmado 
posteriormente (Amani, 1967; Panagopoulos y Psallidas, 1970; ; Lemattre, 1973; 
Chandrashekar y Diriwaechter, 1983) y luego se reportó a Pseudomonas sp. (Van Assche, 
1958) y a Erwinia rhapontici (Carta, 1993) como otros agentes bacterianos causantes de 
la enfermedad. Sin embargo, el Handbook of Florists' Crops Diseases reporta a las 
bacterias Pantoea agglomerans (Ewing y Fife) Gavini, Mergaert sin. Erwinia herbicola 
(Gavini, Mergaert); Pectobacterium carotovorum (Jones) Waldee sin. Erwinia carotovora; 
Dickeya dadantii subsp. dieffenbachiae (Samson et al.; Brady et al.), sin. Erwinia 
chrysanthemi y a Erwinia rhapontici como los agentes causales de la enfermedad de la 
pudrición bacteriana del cormo de Cyclamen persicum Mill. (Elmer y Daughtrey, 2018)  
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Los reportes oficiales que existen sobre la identificación del agente causal de la pudrición 
blanda de ciclamen, se han basado en diagnósticos fundamentados en la síntomatología 
de plantas enfermas, pruebas de patogenicidad y características morfológicas, fisiológicas 
y bioquímicas de aislamientos bacterianos provenientes de plantas enfermas. Sin 
embargo, el grupo de las "Enterobacteriales" reconocidas como los agentes causantes de 
pudriciones blandas en las plantas, presentan una diversidad bioquímica amplia, lo cual 
dificulta su identificación (Brenner y Farmer III, 2005; Octavia y Lan, 2013). Así mismo se 
ha reportado que aún utilizando métodos de diagnóstico molecular basados en la región 
16S del rADN este podría tener un bajo poder discriminatorio al momento de la 
identificación, el cual no permitiría llegar a un nivel de especie ni de sub-especie (Adeolu 
et al., 2016). De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el complejo o especies 
bacterianas involucradas en la enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen, 
permanece sin determinar. 
 
En el cultivo de ciclamen al igual que en otros ornamentales en Colombia, no se tiene una 
información sobre los agentes causales de enfermedades que se presentan. Por lo tanto, 
el objetivo de esta investigación fue identificar el agente etiológico de la pudrición 
bacteriana de C. persicum, presente en viveros productores del municipio de San Antonio 
del Tequendama, por medio de una caracterización patogénica, morfológica, fisiológica y 
bioquímica de aislamientos procedentes de plantas sintomáticas. 
1.1 Materiales y métodos 
1.1.1 Material Vegetal para la caracterización de la enfermedad y 
el aislamiento de las bacterias  
Durante el año 2018 y 2019 se realizaron 5 visitas a los viveros de producción y 
comercialización de ciclamen  en el municipio de San Antonio del Tequendama 
(Cundinamarca - Colombia), en donde se evidenciaron plantas que manifestaban sintomas 
de la enfermedad conocida en la zona como pudrición bacteriana del cormo (sin. pudrición 
blanda bacteriana de ciclamen), observando varios síntomas asociados a la enfermedad 
como marchitez generalizada acompañada de hojas cloróticas, pudriciones blandas con 
olores fétidos en peciolos, pedúnculos, cormos y raíces. 
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1.1.2 Descripción de síntomas y avance de la enfermedad 
Debido al desconocimiento y precisión sobre los síntomas y avance de la enfermedad 
pudrición blanda bacteriana de ciclamen, se realizó un diagnóstico a partir de 12 plantas 
completas que presentaban los diferentes síntomas descritos antes y que se asociaban 
con la pudrición blanda bacteriana de ciclamen (Riley et al., 2002). Para ello, las plantas 
colectadas en viveros de San Antonio del Tequendama fueron trasladadas al laboratorio 
de Sanidad vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de 
Colombia sede Bogotá, donde se realizó una descripción e identificación del síntoma 
observado al momento de la colecta. Posteriormente se observo el avance de la 
enfermedad durante 15 días, los cuales se contaron después de haber sometido cada 
planta a condiciones de cámara húmeda por 48 horas, favoreciendo la expresión de los 
síntomas y la posible presencia de signos.  
1.1.3 Aislamiento de bacterias a partir de los síntomas asociados 
con la pudrición blanda de ciclamen 
Posterior a la identificación de los síntomas asociados con la enfermedad, se tomaron 
muestras vegetales en los viveros productores de ciclamen en el municipio de San Antonio 
del Tequendama (Cundinamarca). Se colectaron plantas que presentaran los síntomas 
descritos antes y plantas aparentemente sanas. A partir de las plantas afectadas, se 
realizaron los aislamientos de los agentes bacterianos, clasificándolos de acuerdo al 
órgano afectado y el sintoma observado en peciolos, cormos y raíces; y de las plantas 
aparentemente sanas se tomaron los cormos como órgano de muestreo.  
 
El aislamiento de los agentes bacterianos de cormos, peciolos y raíces afectadas se realizó 
mediante el método de aislamiento indirecto de tejido enfermo. Para esto, los órganos 
muestreados fueron lavados por separado con agua destilada estéril y desinfectados 
mediante inmersiones en etanol 70% por 30 segundos, seguido de hipoclorito de sodio 
(NaClO) 2% por 30 segundos y un enjuague con agua destilada estéril durante 2 min y 
finalmente secados en cámara de flujo laminar por 20 min (Ortiz et al., 2011).  
 
Posteriormente, se realizaron explantes de los órganos desinfectados. Para los 
pedúnculos y raíces, se cortaron fragmentos de 1 cm de longitud de la zona de avance de 
10 Complejo bacteriano asociado a la pudrición blanda de Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
 
 
la enfermedad que presentaban tanto tejido enfermo como tejido sano; mientras que para 
los cormos, se realizaron cortes tranversales y se obtuvieron explantes únicamente del 
tejido interno utilizando un sacabocados (Ortiz et al., 2011). 
 
Los explantes de cormos, pedúnculos y raíces se maceraron por separado dentro de tubos 
de 2 mL de capacidad con 400 μL de agua destilada estéril hasta lograr una suspensión 
homogénea (Ortiz et al., 2011). 
 
A partir de la suspensión bacteriana obtenida de cada órgano, se realizaron diluciones 
seriadas hasta un máximo de tres series, teniendo en cuenta que la densidad de bacterias 
en infecciones latentes que suele ser baja y rara vez excede 103 células.g-1 de tejido 
vegetal (Czajkowski et al., 2015). Las diluciones fueron sembradas en cajas de Petri con 
medio agar nutritivo (AN) para la obtención de colonias aisladas. Posteriormente, se realizó 
la selección de los diferentes morfotipos bacterianos, los cuales fueron sembrados en AN 
por agotamiento para tener cultivos puros. Finalmente, los aislamientos se conservaron en 
suspensión de caldo nutritivo con glicerol al 20% y se almacenaron a -80 °C.  
1.1.4 Caracterización morfológica, fisiológica, bioquímica de los 
aislamientos bacterianos 
La identificación de los aislamientos bacterianos provenientes de órganos sintomáticos, se 
realizó de acuerdo a las pruebas de identidad para género bacteriano propuesta por 
Schaad et al. (2001) basadas en características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas, 
que se hicieron a partir de colonias bacterianas provenientes de cultivos puros en medio 
AN incubados a 28°C por 48 horas, adicionalmente los perfiles bioquimicos de los 
aislameintos de ciclamen fueron comparados con los de generos bacterianos causantes 
de pudriciones blandas (Garrity et al., 2005; Imhoff, 2005). 
 
La caracterización morfológica de los aislamientos se realizó macro y microscópicamente. 
Para la primera se evaluó el color, la forma, el borde, el tamaño, la superficie, el aspecto y 
la elevación de las colonias. Microscópicamente se determinó la forma y el tipo de pared 
celular mediante tinción de Gram y la prueba de la solubilidad de las colonias en hidróxido 
de potasio (KOH) al 3% (Ortiz et al., 2011). 
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La caracterización fisiológica y bioquímica consistió en la evaluación de parámetros como 
requerimiento de oxígeno mediante la prueba de Hugh y Leifson, utilización de azúcares y 
liberación de sulfuros por la prueba TSI (del inglés Triple Sugar Iron), actividad triptofanasa 
por la prueba de Indol, hidrólisis de gelatina, hidrólisis de almidón, producción de pigmentos 
fluorescentes en medio King-B, producción de colonias amarillas en medio Yeast extract 
dextrose CaCO3 (YDC) y por último la caracterización se complementó con el sistema de 
identificación BBL Crystal (ID) de bacterias entéricas/no fermentadoras (E/NF) en el cual 
se evaluó la fermentación, oxidación, degradación e hidrólisis de 30 sustratos adicionales 
(Wauters et al., 1995).  
1.1.5 Actividad pectolitica en papa 
La actividad pectolítica de los aislamientos se realizo mediante la maceración de tejido 
sobre rodajas de papa (Solanum tuberosum). Los tubérculos fueron desinfectados 
mediante inmersión en NaClO 10% durante 15 minutos, seguido de enjuague con agua 
destilada estéril y secados en cámara de flujo laminar por 20 min. Posteriormente, estos 
fueron cortados en rodajas y con la ayuda de un sacabocados se realizó una cavidad en 
el centro de cada una de ellas donde se inoculó una gota de 25 µL de suspensión 
bacteriana en concentración de 1x108 UFC.mL-1 de cada uno de los aislamientos. Como 
control de pudrición se utilizó una cepa de referencia de Pectobacterium brasiliense 
(suministrado por el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias - 
Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá), proveniente de plantas de papa 
(Solanum tuberosum) con síntomas de pudriciones blandas en la base del tallo. Como 
control negativo se inoculó agua destilada estéril. Finalmente, las rodajas de papa 
inoculadas fueron incubadas a 28°C durante 48 h usando tres réplicas por tratamiento. Los 
síntomas se evaluaron después de incubación mediante inspección visual de las zonas 
inoculadas (Torres et al., 2017).  
1.1.6 Pruebas de patogenicidad en plantas de Ciclamen  
Una vez identificados los aislamientos hasta nivel de género, se seleccionaron aquellos 
asociados a bacterias fitopatógenas causantes de pudriciones blandas para realizar las 
pruebas de patogenicidad. Para ello, se utilizaron plantas de ciclamen (C. persicum) 
cultivar rojo de 10 meses de edad aproximadamente tipo estándar y tipo mini (Romero y 
Rivera, 2005) en dos fases. En la primera, se realizaron inoculaciones sobre peciolos en 
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plantas tipo estándar y aquellos que ocasionaron daño en estos órganos fueron evaluados 
en cormos de planta tipo mini a modo de segunda fase. Como control de pudrición se utilizó 
la cepa de referencia de P. brasiliense y como control negativo agua destilada estéril. 
 
La evaluación de la patogenicidad de los aislamientos y de los controles se realizó 
directamente en peciolos durante la primera fase, mientras en la segunda fase, los cormos 
fueron los órganos seleccionados. En ambas evaluaciones se hizo una sola inoculación 
mediante inyección directa con el uso de una jeringa de 1 mL con una suspensión 
bacteriana de 250 µL a una concentración de 1x108 UFC.mL-1. Posterior a la inoculación, 
se realizó un humedecimiento del follaje con agua destilada estéril hasta punto de 
escorrentía y seguidamente las plantas se cubrieron con una bolsa plástica transparente 
por 48 horas, para garantizar una condición de alta humedad relativa. Las evaluaciones se 
realizaron cada dos días durante 15 días, contados a partir del día en el que fue retirada 
la bolsa, registrando la presencia de síntomas asociados a la pudrición blanda bacteriana 
del ciclamen.  
 
Las evaluaciones se realizaron bajo condiciones de cubierta  a una temperatura promedio 
de 18° C y humedad relativa del 71% en el que cada tratamiento contenía tres repeticiones. 
1.1.7 Analisis estadístico 
Posterior a la identificación de los aislamientos patogénicos se realizó un análisis de 
corespondecia múltiple (ACM) con los resultados obtenidos del perfil morfológico, 
fisiológico, bioquímico y patogénico de cada aislamiento y de la cepa de control de 
pudrición de P. brasiliense, para establecer la similitud entre los aislamientos obtenidos y 
asociados con la pudrición blanda bacteriana de ciclamen. Los análisis estadísticos se 
realizaron utilizando el programa R versión 3.6.1 GUI 1.70.  
1.2 Resultados 
1.2.1 Descripcion de síntomas y avance de la enfermedad 
La enfermedad pudrición blanda bacteriana de ciclamen evaluada en plantas procedentes 
de los viveros de San Antonio del Tequendama, Colombia, se manifestó mediante seis 
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síntomas i) marchitez generalizada, ii) cormo blando, iii) presencia de exudado bacteriano 
en el cormo, iv) pudriciones blandas en peciolos y pedúnculos, v) pudriciones blandas 
necróticas en peciolos y pedúnculos y vi) pudrición blanda de raíces  (Figura 1-1), 
causando la muerte de la planta. Se detectó que una misma planta puede presentar un 
solo síntoma o más de uno (Figura 1-1 y Figura 1-1I). 
 
El primer síntoma de la enfermedad que se observó fue la marchitez que podia ser general 
(Figura 1-1B) o localizada (Figura 1-1C), esta última se presenta cuando la infección inicia 
cerca a un grupo de hojas y flores (corona), las cuales son las primeras en marchitarse. El 
síntoma de marchitez en ocasiones puede estar acompañado de hojas cloróticas (Figura 
1-1C) y ablandamiento de la superficie del cormo (Figura 1-1D) que ocasionalmente puede 
estar acompañado de exudado bacteriano (Figura1-1E).  
 




Figura 1-1: Síntomas de la pudrición bacteriana de Ciclamen. Planta sana (A). 
Marchitez generalizada de plantas de Ciclamen (B). Marchitez localizada (C). Cormo 
blando (D). Presencia de exudado bacteriano en el cormo (E). Pudrición blanda en peciolos 
y pedúnculos (F). Pudrición blanda necrótica en peciolos (G). Pudrición de cormo 
acompañado de raíces blandas (H). Síntomas de pudrición blanda y pudrición blanda 
necrótica en peciolos y pedúnculos en una misma planta (I). Las flechas amarillas indican 
la localización del síntoma. 
 
El progreso de la enfermedad se evidenció desde el cormo hacia los diferentes órganos 





Capitulo 1 15 
 
 
crecimiento u órgano. En las primeras etapas de la enfermedad, las plantas son 
asintomáticas, esta oberservación debido a que al realizar cortes longitudinales y 
transversales de cormos provenientes de plantas aparentemente sanas se pudo observar 
la presencia de pudriciones blandas necróticas en su interior (Figura 1-2B y Figura 1-2C).   
 
Al mismo tiempo que se observaron cormos afectados, se evidenció el inicio de los 
síntomas de pudriciones blandas en peciolos y pedúnculos, las cuales avanzan desde el 
cormo hacia las hojas o flores respectivamente, observándose dos tipos diferentes de 
pudriciones blandas. Una pudrición blanda (Figura 1-1F) la cual de decolora el tejido  
(Figura 1-2F), y la otra, una pudrición blanda necrótica (Figura 1-1G) que inicia con una 
coloración oliva seguido de un avance necrótico (Figura 1-2E). 
 
La pudrición blanda de raíces se observó en estados avanzados de la enfermedad e inició 











Figura 1-2: Progreso de la enfermedad de la pudrición blanda de Ciclamen. Corte 
transversal de un cormo sano (A). Corte longitudinal de un cormo afectado procedente de 
una planta aparentemente sana (B). Corte transversal de un cormo afectado (C). Peciolos 
de una planta de ciclamen sanos (D). Avance de la pudrición blanda necrótica en 
pedúnculos (E). Avance de la pudrición blanda en peciolos (F). Corte transversal de cormo 
y raíces sanas (G). Cormo blando con presencia de exudado bacteriano acompañado de 
raíces aparentemente sanas (H). Cormo en descomposición acompañado de raíces 
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1.2.2 Aislamiento y caracterización morfologica de los agentes 
bacterianos asociados con los síntomas de la pudrición 
blanda bacteriana de ciclamen 
A partir de cormos blandos, peciolos y pedúnculos con pudrición blanda, peciolos y 
pedúnculos con pudrición blanda necrótica y raíces con pudriciones blandas, se obtuvieron 
80 aislamientos bacterianos, mientras que de las plantas asintomáticas no se aisló ningún 
agente. Los 80 aislamientos fueron agrupados en 47 morfotipos diferentes, de los cuales 
15 provenían de cormos blandos, ocho de pudriciones blandas, 14 de pudriciones blandas 
necróticas y 10 de raíces blandas. Las características morfológicas de las colonias 
bacterianas obtenidas después de 48 horas de crecimiento a 25°C en medio NA, se 
caracterizaron por ser pequeñas, circulares (menor a 5 mm de diámetro), brillantes, 
convexas con bordes enteros y superficie lisa; microscópicamente fueron bacilos gram 
negativos (Tabla 1-1). 
1.2.3 Evaluación de actividad pectolitica en papa y pudrición de 
peciolos en plantas de ciclamen 
De cada morfotipo se seleccionó un aislamiento para continuar con el diagnóstico y se 
evaluó su actividad pectolítica en papa como su patogenicidad en peciolos de ciclamen. 
De los 47 aislamientos, 15 generaron pudrición en papa y de éstos, siete fueron 
patogénicos en peciolos (aislamientos 2, 3, 7, 9, 12, 13 y 14), presentando diferencias en 
síntomas y virulencia (Figura 1-3). En la evaluación sobre peciolos, cuatro días después 
de la inoculación (ddi) el aislamiento 2 procedente de cormos blandos, el aislamiento 12 
procedente de peciolos blandos y el aislamiento 14 procedente de raíces blandas, 
reprodujeron síntomas de pudrición blanda. Los aislamientos 3 y 13 que provenían de 
peciolos blandos necróticos y el aislamiento 9 que provenía de raíces blandas, 
reprodujeron síntomas de pudrición blanda necrótica. El aislamiento 7 procedente de 
peciolos blandos generó pudrición localizada en los sitios de inoculación (Figura 1-3). 
 
 




Figura 1-3: Pruebas de actividad pectolítica en rodajas de tubérculos de papa (2 ddi) 
y prueba de patogenicidad en peciolos de Ciclamen (4 ddi). Aislamiento 2 (A). 
Aislamiento 12 (B). Aislamiento 13 (C). Aislamiento 14 (D). Aislamiento 3 (E). Aislamiento 
9 (F). Aislamiento 7 (G). Aislamiento 15 (H). Cepa control de pudrición Pectobacterium 
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1.2.4 Caracterización fisiológica y bioquímica de los aislamientos 
bacterianos de ciclamen 
 
El perfil morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico basado en 55 características, 
clasificó los ocho aislamientos, en tres generos bacterianos fitopatógenos (Tabla 1-1). En 
el primero, los aislamientos 2, 3, 12, 13 y 14 se asociaron con el género Dickeya, en 
segundo el aislamiento 9 y P. brasiliense (cepa control de pudrución) se asoció con el 
género Pectobacterium y en el tercero, los aislamientos 7 y 15 con el género 
Pseudomonas. De igual forma el perfil obtenido de los ailsamientos de ciclamen fue 
comparado con el reportado para bacterias de referencia como Erwinia spp., 
Pectobacterium spp. y Pseudomonas spp. reportados por Garrity et al., (2005), Imhoff, 
2005 y Schaad et al., (2001) confirmando su identificación. Aislamientos que fueron 
asociados con Dickeya (2, 3, 12, 13 y 14) presentaron una homología superior al 81% con 
su perfil de referencia de Erwinia spp., el aislamiento 9 del grupo Pectobacterium presentó 
una homología de 81,4% con el perfil de referencia de Pectobacterium spp. y un 84,5% 
con la cepa control de pudrición de Pectobacterium brasiliense, mientras que un 87,5% de 
homología se obtuvo para el aislamiento 7 del grupo de Pseudomonas con su perfil 
Pseudomonas spp. 
 
Con respecto a las características morfológicas obtenidas después de 48 horas de 
crecimiento a 25°C en medio AN, los aislamientos de todos los grupos se caracterizaron 
por ser colonias pequeñas, circulares (menor a 5 mm de diámetro), brillantes, convexas 
con bordes enteros y superficie lisa. Fisiológicamente y bioquímicamente, todos fueron 
bacilos mótiles gram negativos, que hidrolizaron p-n-p-fosfato y degradaron citrato; no 
productores de ácido sulfhídrico en medio TSI, ni de sulfuro de hidrógeno en medio Indol; 
no presentaron actividad triptofanasa, ni presentaron colonias amarillas en medio YDC; no 
metabolizaron sorbitol, adonitol, inositol, arginina ni lisina; y no hidrolizaron p-n-p-ß-
glucurónido, p-n-p-N-acetil glucosamidina ni p-nitro-DL-fenilalanina.  
 
Los aislamientos 7 y 15 pertenecientes al género Pseudomonas, fueron los únicos que 
produjeron pigmento fluorescente en medio King B, hidrolizaron urea y prolina nitroanilida 
pero no esculina, p-n-p α-ß-glucósido, p-n-p-ß-galactósido ni p-n-p bis-fosfato; tampoco 
metabolizaron arabinosa, manosa, sacarosa y manitol. 




Los aislamientos 2, 3, 12, 13 y 14 pertenecientes al género Dickeya y el aislamiento 9 
perteneciente al género Pectobacterium, fueron los únicos que metabolizaron arabinosa, 
manosa, sacarosa y manitol, e hidrolizaron el p-n-p α-ß-glucósido, p-n-p-ß-galactósido, p-
n-p bisfosfato y esculina.  
 
El grupo del género Dickeya se diferenció del grupo de Pectobacterium en que el primero 
degradó el ácido malónico y redujo el Cloruro de trifenil tetrazolio y en que el grupo 
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Tabla 1-1: Identificación a nivel de género de aislamientos bacterianos patogénicos en 
plantas de Ciclamen, de acuerdo al perfil morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico. 
 
Tabla 1-1: (continuación) 
Género
ID 2 3 13 12 14 REF 1 9 REF 2 REF 3 7 REF 4
Órgano afectado muestreado Cormo Peciolo Peciolo Peciolo Raíz NA Raíz papa NA Peciolo NA




incolora Blanda NA Blanda Blanda NA
Blanda 
incolora NA
Patogenicidad en peciolos + + + + + NA + + NA + NA

















Patogenicidad en planta + + + + + NA + + NA + NA
Sintoma de marchitez + + + + + NA + + NA + NA
Sintoma de cormo blando + + + + + NA + + NA Localizada NA















Síntoma de exudado en el cormo + + + + + NA - + NA + NA
Motilidad + + + + + + + + + + +
Morfología de Bacilo + + + + + + + + + + +
Colonias convexas + + + + + + + + + + +
Colonias con superficie lisa + + + + + + + + NR + +
Colonias brillantes + + + + + + + + NR + +
Pudrición de papa + + + + + + + + + + V
Crecimiento anaeróbico + + + + + + + + + - -

















Colonias con bordes enteros + + + - + + + + NR + +
Colonias de forma circular + + Puntiforme + + + + + + + +
p-n-p-fosfato + + + + + NR + + NR + NR
Citrato + + + + + + + + + + +
Arabinosa + + + + + + + + + - -
Manosa + + + + + + + + + - V
Sacarosa + + + + + + + + + - V
Manitol + + + + + + + + + - V
p-n-p α-ß-glucósido + + + + + + + + + - V
p-n-p-ß-galactósido + + + + + NR + + NR - -
p-n-p bis-fosfato + + + + + NR + + NR - NR
Esculina + + + + + V + + + - V
Ácido malónico + + + + + NR - - NR + NR
Cloruro de trifenil tetrazolio + + + + + NR - - NR + NR
Melibiosa - + + + + V - + V - V
y -L-glutamil p-nitroanilida - - - - - - + + NR - NR
Glicina - - - - - NR - + + + V
Prolina nitroanilida - - - - - NR - - NR + NR
Urea - - - - - - - - - + V
Fluorescencia (medio King B) - - - - - - - - - + V
Arginina - - - - - - - - + - V
Tinción de Gram - - - - - - - - - - -
Acido Sulfhídrico en medio TSI - - - - - NR - - NR - NR
Indol - - - - - - - - - - -
Producción de H2S (prueba de Indol) - - - - - NR - - NR - ND
Colonias amarillas (medio YDC) - - - - - NR - - NR - NR
Sorbitol - - - - - - - - - - V
Adonitol - - - - - - - - - - V
Inositol - - - - - NR - - NR - V
p-n-p-ß-glucurónido - - - - - NR - - NR - NR
p-n-p-N-acetil glucosamidina - - - - - NR - - NR - NR
p-nitro-DL-fenilalanina - - - - - NR - - NR - NR




































n Dickeya Pectobacterium Pseudomonas




Código de identificación (ID), Positivo (+), Negativo (-), No determinado (ND), No reportado 
(NR), Variable (V). Perfil bioquímico de referencia de Erwinia spp. (REF1), Pectobacterium 
spp. (REF3), Pseudomonas spp. (REF4) según (Garrity et al., 2005; Imhoff, 2005; 
Schaad et al., 2001). Cepa control de pudrición P. brasiliense (REF2). En color verde se 
resaltan los resultados positivos obtenidos por los aislamientos en cada una de las pruebas 
realizadas. 
1.2.5 Pruebas de patogenicidad en plantas de ciclamen 
Posterior a la identificación a nivel de género con base en las características morfológicas 
y pruebas bioquímicas, se realizaron las pruebas de patogenicidad en plantas de ciclamen 
con los aislamientos que fueron patogénicos sobre peciolos (2, 13, 12, 14, 3, 9, 7 y 15), los 
cuales fueron inoculados en el cormo de manera independiente para las pruebas de 
patogenicidad. Como resultado, el único aislamiento que no reprodujo ninguno de los 
síntomas de la enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen fue el número 
15. 
 
Siete días ddi tanto los aislamientos 2, 3, 12, 13 y 14, que compartían las características 
morfológicas, fisiológicas y bioquímicas con el género Dickeya, como el aislamiento 9 con 
características del género Pectobacterium y P. bra siliense (cepa control de pudrición), 
produjeron todos los síntomas característicos de la enfermedad en la planta, los cuales 
fueron marchitez generalizada, cormo blando, pudriciones blandas o pudriciones blandas 
necróticas en peciolos y pedúnculos, pudriciones blandas de raíces y finalmente la muerte 
de la planta. Sin embargo, el aislamiento 7 identificado dentro del género Pseudomonas 
solo produjo síntomas de marchitez generalizada y ablandamiento del cormo 15 ddi (Figura 
1-4). Adicionalmente las plantas inoculadas con el aislamiento 9 (Pectobacterium spp.), 
Genero
ID 2 3 13 12 14 REF 1 9 REF 2 REF 3 7 REF4
Tamaño de la colonia (mm) 1-4 1-4 1-4 1-4 1-4 NR 1-4 <1 2,5 <5 <5
Almidón - - - - - - ND ND - - -









Fermentativo Fermentativo NR Fermentativo Fermentativo Fermentativo Oxidativo NR
Hidrólisis de gelatina + + + - - NR ND ND V ND V
p-n-p-fosforilcolina + + + - - NR - - NR - NR
p-n-p-xilósido + - - + + NR - - NR - NR
Ramnosa + - - + + + + + + - V
p-n-p-α-arabinósido - + + + + NR + + NR - NR
Galactosa - + + + + + - - + - V
Glucosa + - - + + + + + + - +
Sucrosa - + - + + + + - + - V
Lactosa - + - + + + + - V - -























Grupo 1 Grupo 2
Dickeya Pectobacterium 
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fueron las únicas que no presentaron exudado bacteriano en los puntos de inoculación del 
cormo.  
 
Todos los aislamientos patogénicos reprodujeron en plantas de ciclamen síntomas de 
marchitez general y cormo blando, sin embargo se presentaron diferencias en los síntomas 
obervados sobre los peciolos y pedúnculos, donde el aislamiento 12 (Dickeya spp.) 
procedente de peciolos blandos, el aislamiento 2 (Dickeya spp.) que provenían de cormos 
blandos y el aislamiento 14 (Dickeya spp.) obtenido de raíces blandas, generaron síntomas 
de pudrición blanda incolora en peciolos y pedúnculos, mientras los aislamientos 13 y 3 
(Dickeya spp.) procedente de peciolos y pedúnculos con pudriciones blandas necróticos, 
el aislamiento 9 (Pectobacterium spp.) que provenían de raíces blandas y P brasiliense 
(cepa control de pudrición) reprodujeron síntomas de pudrición blanda necrótica en 
peciolos y pedúnculos (Figura 1-4).  
 




Figura 1-4 Síntomas observados en plantas de Ciclamen 7 ddi con los aislamientos 
bacterianos de ciclamen patogénicos. 2 (A). Aislamiento 12 (B). Aislamiento 13 (C). 
Aislamiento 14 (D). Aislamiento 3 (E). Aislamiento 9 (F). Aislamiento 7 (G). P. brasiliense, 
Cepa control de pudrición, (H). Control negativo, agua destilada estéril (I).  
1.2.6 Análisis estadístico 
 
La respuesta morfológica, fisiológica, bioquímica y patogénica de los aislamientos y la cepa 
control de pudrición P. brasiliense (Tabla 1-1) se organizaron en una tabla de 63 × 8, donde 
las 63 columnas correspondían a los parámetros evaluados y las 8 filas a los aislamientos 
patogénicos de ciclemen (2, 3, 7, 9, 12, 13 y 14) más la cepa control de pudrición. 
Posteriormente, se realizó un análisis de correspondencia múltiple (ACM) en el que se 
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bioquímicas, pudo ser explicada en dos dimensiones, y que de las 63 variables evaluadas, 
21 de ellas contribuyeron en mayor medida a la dimensión 1 mientras 33 lo hicieron a la 
dimensión 2 (figura 1-5).  
 
 
Figura 1-5 Contribución total de las variables en la dimensión 1 y 2 en el análisis de 
correspondencia múltiple (ACM) de acuerdo al perfil morfológico, fisiológico, 
bioquímico y patogénico de los aislamientos de ciclamen y de P. brasiliense. 
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Figura 1-5 (Continuación) 
Variables Dim1: Síntoma de pudrición en prueba de patogenicidad en peciolos (V4).  
Síntoma de cormo blando en prueba de patogenicidad en planta (V7). Síntoma de pudrición 
en peciolos en prueba de patogenicidad en planta (V8). Crecimiento anaeróbico (V16). 
Arabinosa (V22). Manosa (V23). Sacarosa (V24). Manitol (V25). p-n-p-ß-galactósido (V27). 
p-n-p bis-fosfato (V28). Esculina (V29). Prolina nitroanilida (V35). Urea (V36). Florescencia 
en medio King B (V37). Tamaño de la colonia (V51). Óxido/fermentación en medio Hugh 
Leifson (V53). p-n-p-α-arabinósido (V58). Glicina (V34). Color de la colonia (V17). 
Ramnosa (V57). Variables Dim2: Ácido malónico (V30). Melibiosa (V31). y -L-glutamil p-
nitroanilida (V33). Almidon (V52). Hidrolisis de geltina (V54). Órgano muestreado (V1). 
Tamaño de la colonia (V51). Galactosa (V59). Presencia de exudado en el cormo en 
prueba de patogenicidad en planta (V9). Glicina (V34). Síntoma muestreado (V2). 
Óxido/fermentación (V53). Síntoma en peciolos en prueba de patogenicidad en planta (V8). 
p-n-p-xilósido (V56). Producción de CO2 (V63). Síntoma en prueba de patogenicidad en 
peciolos (V4).  Colonias con bordes enteros (V18). Ramnosa (V57). Glucosa (V60). p-n-p-




El análisis de correspondencia múltiple agrupó los 7 aislamientos y el aislamiento de 
referencia (REF2) en 4 clústeres, donde en el clúster 1 y 3 se agruparon los aislamientos 
identificados con el género Dickeya; aislamientos 2, 12 y 14 (clúster 1) y aislamientos 3 y 
13 (clúster 3). En el clúster 2 se agrupó el aislamiento 9 identificado con el género 
Pectobacterium y el aislamiento de referencia P. brasiliense, mientras que en el clúster 4 









Figura 1-6 Agrupamiento en Clústeres de acuerdo al perfil morfológico, fisiológico, 
bioquímico y patogénico de los aislamientos de ciclemen y P. brasiliense, resultado 
del análisis de correspondencia múltiple (ACM). Aislamiento 2 (ID2). Aislamiento 12 
(ID12). Aislamiento 13 (ID13). Aislamiento 14 (ID14). Aislamiento 3 (ID3). Aislamiento 9 




Adicionalmente, a partir del MCA se realizó un dendrograma que generó igualmente cuatro 
clústeres que diagrama de factor MAP, evidenciando mayor similitud entre los aislamientos 
de los géneros Dickeya y Pectobacterium, distantes al aislamiento del género 
Pseudomonas. Aunque en el dendrogramase observó mayor similitud entre los 
aislamientos 12 y 14, frente al aislamiento 2 el grupo 1 del genero Dickeya (Figura 1-7). 





Figura 1-7 Dendrograma del perfil morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico 
de los aislamientos de ciclamen y de P. brasiliense, resultado del análisis de 
correspondencia múltiple (ACM). Aislamiento 2 (ID2). Aislamiento 12 (ID12). Aislamiento 
13 (ID13). Aislamiento 14 (ID14). Aislamiento 3 (ID3). Aislamiento 9 (ID9). Aislamiento 7 




La pudrición blanda bacteriana de ciclamen es una enfermedad que afecta a esta 
ornamental en todo el mundo, incluyendo la zona de mayor producción en Colombia, en 
donde no se ha realizado un diagnóstico oportuno, debido al desconocimiento de sus 
síntomas y agentes causales. Para ello, se caracterizó la enfermedad a partir de plantas 
de ciclamen que presentaban diferentes síntomas como marchitez generalizada, hojas 
cloróticas, pudriciones blandas con olores fétidos en peciolos, pedúnculos, cormos y 
raíces, descritos por varios autores (Amani, 1967; Beaumont 1953; Butcher, 1924; Carta, 
1993; Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; Elmer y Daughtrey, 2018; Lemattre, 1973; 





































Cluster 2 Cluster 3 Cluster 1
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Assche, 1958). No obstante, este es el primer reporte que detalla el avance de los síntomas 
de la enfermedad en los diferentes órganos de la planta y describe dos tipos de pudriciones 
blandas en peciolos y pedúnculos, una de ellas acompañada de decoloración del tejido y 
la otra de necrosis. Los cortes transversales de cormos de plantas asintomáticas 
presentaron en su interior síntomas de pudriciones necróticas húmedas, confirmando el 
estado inicial de la enfermedad y sugiriendo que el cormo es el órgano con la infección 
primaria. Reportes similares se han realizado por otros autores pero a partir de plantas 
sintomáticas (Chandrashekar y Diriwaechter, 1984; Carta,1993). Adicionalmente, se 
determinó que las pudriciones blandas en peciolos y pedúnculos avanzan desde el cormo 
hacia hojas y flores respectivamente y que la pudrición blanda de raíces se presenta solo 
en plantas con cormos en estados avanzados de pudrición.    
 
Los aislamientos bacterianos provenientes de los diferentes síntomas de la enfermedad 
fueron caracterizados a nivel morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico, utilizando 
un amplio número de pruebas que permitieron distinguir los géneros Pectobacterium, 
Dickeya y Pseudomonas. Resultados similares a los encontrados en este estudio, referente 
a especies del género Erwinia (sin. Dickeya o Pectobacterium), fueron obtenidos por Moya 
(2015), quien encontró a este grupo como el agente causal de la enfermedad en viveros 
ubicados en el municipio de San Antonio del Tequendama, Colombia; así mismo en otros 
países identificaron a Erwinia chrysanthemi sin. Dickeya spp. (Romero y Rivera 2005) y 
Erwinia rhapontici (Elmer y Daughtrey, 2018) como el agente causal de la pudrición blanda 
bacteriana de ciclamen. De igual forma, especies de los géneros Pectobacterium y 
Pseudomonas han sido reportadas como los agentes causales; incluyendo Pectobacterium 
carotovorum sin. Erwinia carotovora subsp. carotovora (Amani 1967; Beaumont 1953; 
Lemattre 1973; Panagopoulos y Psallidas 1970) y Pseudomonas sp. (Van Assche 1958) 
 
Los aislamientos de ciclamen identificados como Pectobacterium sp. y Dickeya sp., fueron 
más virulentos al producir síntomas en las plantas siete ddi a diferencia del aislamiento de 
Pseudomonas que fue 15 ddi. Reportes similares en ciclamen han sido reportados para E. 
carotovora (sin. P. carotovorum) (Chandrashekar y Diriwaechter, 1984) pero no para E. 
chrysanthemi (sin. Dickeya spp.) cuyos síntomas fueron evidenciados a los 21 dpi. 
(Romero y Riveira, 2005). 
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Los aislamientos de ciclamen correspondieron en su mayoría a bacilos gram negativos, 
siendo uno de éstos aerobio estricto (aislamiento 7) y los demás anaerobios facultativos. 
Los géneros asociados con esta última característica de requerimiento de oxígeno, 
corresponden a bacterias entéricas, de las cuales especies de Erwinia, Dickeya y 
Pectobacterium se han asociado con el síntoma de pudrición blanda bacteriana de 
ciclamen (Elmer y Daughtrey, 2018). No obstante, también han sido reportadas bacterias 
aerobias estrictas, como lo son las especies de Pseudomonas (Van Assche,1958), grupo 
con el cual fue identificado el aislamiento 7 .  
 
El análisis de correpondencia agrupó los aislamientos de ciclamen con base en la 
caracterización morfológica, bioquímica y patogénica, generando 4 clústeres para 
los tres géneros bacterianos identificados, uno para  Pectobacterium (aislamiento 
9 y el control de pudrición P. brasiliense), otro para Pseudomonas (aislamiento 7) 
y dos para Dickeya, debido a la diversidad bioquímica que se presentó entre ellos. 
La hidrólisis de gelatina, p-n-p-fosforilcolina, p-n-p-xilósido, p-n-p-α-arabinósido y 
la metabolización de ramnosa, galactosa, glucosa, sucrosa y lactosa, fueron las 
reacciones variables entre los aislamientos identificados como Dickeya. Aunque, a 
este punto se haya realizado una completa caracterización bioquímica de los 
aislamientos de ciclamen, los resultados no permitieron llegar a un carácter 
taxonómico más específico, como es a nivel de especie, ni distiguir aislamientos de 
un mismo género con actividades metabólicas diferentes, siendo ésta una limitante 
de la identificación bacteriana planteada por varios autores, debido a la diversidad 
bioquímica de la familia enterobacteriaceae (Brenner y Farmer III, 2005; Octavia y 
Lan, 2013). Por ende es importante hacer uso de herramientas moleculares que incluyan 
tanto la secuenciación de la subunidad 16S del rADN (Adeolu, 2016), como de marcadores 
tipo MLSA (del inglés Multi locus sequence analyses) que permitan mediante genes 
conservados denominados “housekeeping genes”, llegar a una identificación más precisa 
de las enterobacterias fitopatógenas (Nabhan et al., 2012; Ma et al., 2007) y de especies 
del género Pseudomonas (Gomila et al., 2015; Mulet 2009).  
 
En conclusión, la enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen detectada en 
los viveros de Colombia, se caracteriza por la presencia de diferentes síntomas que 
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comprenden pudriciones y marchitamientos, que se presentan de manera simultánea o 
independiente en órganos como raíces, cormos, peciolos y pedúnculos, y que son 
ocasionados por un complejo de especies bacterianas, que mediante 63 pruebas 
morfológicas, fisiológicas, bioquímicas y patogénicas, permitieron asociar este complejo 
con los géneros Pectobacterium, Dickeya y Pseudomonas. No obstante, para llegar a un 
nivel de identificación más preciso de los aislamientos, se recomienda el uso de 
herramientas moleculares que en combinación con estos resultados permitan confirmar la 
identidad de los agentes causales de la enfermedad.
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2. Dickeya solani, Pectobacterium 
atrosepticum y Pseudomonas asplenii: 
agentes causales del complejo bacteriano de 
la pudrición blanda de ciclamen (Cyclamen 
Persicum Mill.) 
Ciclamen (C. Persicum Mill.) es un cultivo ornamental de maceta de importancia económica 
en países como Alemania y Holanda, aunque principalmente comercializado en  Estados 
Unidos y Japón (Takamura, 2007). En Colombia, la producción de ciclamen se encuentra 
en un modelo de negocio de economía campesina (Alcaldia Municipal de San Antonio del 
Tequendama  2016), la cual se ha visto afectada por la presencia de diversas 
enfermedades desconociendo sus agentes causales, generando bajos rendimientos y 
pérdidas económicas, un ejemplo de esto, es la enfermedad de la pudrición blanda 
bacteriana de ciclamen, la cual ha generado pérdidas aproximadamente del 20% de la 
producción en todo el mundo, incluido Colombia (Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; 
Moya, 2016; Romero y Rivera, 2005). 
 
Patógenos del grupo Erwinia como Erwinia carotovora (sin. Pectobacterium carotovorum), 
Erwinia herbicola (sin. Pantoea agglomerans), Erwinia chrysanthemi (sin. Dickeya  spp.) y 
Erwinia rhapontici y otros patógenos como Pseudomonas sp. han sido identificados como 
los agentes causales de la pudrición bacteriana de Ciclamen mediante diagnósticos 
realizados a partir de las características morfológicas, fisiológicas y bioquímicas de 
aislamientos procedentes de plantas enfermas (Amani, 1967; Beaumont 1953; Butcher, 
1924; Carta, 1993; Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; Elmer y Daughtrey, 2018; 
Lemattre, 1973; Nicolas y Aggery, 1970; Panagopoulos y Psallidas, 1970; Romero y 
Rivera, 2005; Van Assche, 1958). 
 
La taxonomía de las bacterias entéricas ha cambiado dada la variabilidad bioquímica y 
genética de los aislamientos y es así como el grupo Erwinia fue reclasificado en dos nuevos 
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géneros Pectobacterium y Dickeya (Gardan et al., 2003; Hauben et al., 1998; Samson 
et al., 2005; Waldee, 1942) aunque compartan hospedantes y algunas características  
(Dickey, 1979). 
 
La filogenia obtenida mediante el gen 16S rDNA o enfoques a partir de un solo gen, han 
resultado poco objetivas para los géneros pertenecientes a los órdenes “Enterobacteriales” 
y Pseudomonadales (Adeolu et al., 2016; Francino et al., 2006; Hauben et al., 1998; Naum 
et al., 2008; Spröer et al., 1999), un ejemplo de esto, es que algunas cepas reportadas 
como Pectobacterium carotovorum en el NCBI GenBank fueron reclasificadas utilizando 
análisis de secuencia multilocus (MLSA) a la especie P. wasabie y a subespecies de P. 
carotovorum. Por otra parte, esta técnica ha demostrado una heterogeneidad genética 
aproximada del 6% entre especies del género Pectobacterium, considerando que la 
especie P. carotovorum, se encuentra estrechamente relacionada con P. atrosepticum 
(Avrova et al., 2002). Igualmente se ha reportado una heterogeneidad del 4,2% entre 
aislamientos de una misma especie como P. carotovorum (Nabhan et al., 2012), 
 
Pectobacterium spp. anteriormente Erwinia carotovora, fue dividida en cuatro especies; P. 
carotovorum, P. atrosepticum, P. betavasculorum y P. wasabiae (Gardan et al., 2003). Sin 
embargo, P. carotovorum se subdividió en tres subespecies; P. c. subsp. carotovorum, P. 
c. subsp . odoriferum (Gallois et al., 1992)  y P. c. subsp. brasiliense (Duarte et al., 2004), 
estas dos últimas se han descrito como cepas atípicas de P. atrosepticum por sus 
características bioquímicas (Nabhan et al., 2012).  
 
El género Dickeya, conocido anteriormente como el complejo de Erwinia chrysanthemi 
(Laurila et al., 2010; Potrykus et al., 2015; Toth et al., 2011), ha sido objeto de diversas 
clasificaciones. En primera medida, caracteres fenotípicos y bioquímicos lo clasificaron 
dentro del género Pectobacterium, posteriormente estudios a nivel molecular con 
restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) y Amplified Fragment Length 
Polymorphism (AFLP) mostraron heterogeneidad genética, dando como resultado un 
nuevo género al cual se le llamó Dickeya (Samson et al., 2005), que posteriormente fue 
dividido en seis especies y una subespecie; D. dianthicola, D. zeae, D. chrysanthemi, D. 
paradisiaca, D. solani, D. dadantii y D. dadantii subsp. dieffenbachiae (Brady et al., 2012; 
Czajkowski et al., 2015). 
40 Complejo bacteriano asociado a la pudrición blanda de Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
 
 
De igual forma análisis de secuencias multilocus (MLSA) basados en genes conservados 
de especies de Pseudomonas, permitieron la clasificación de estas, en dos linajes: P. 
aeruginosa y P. fluorescens, el primero se dividió en tres grupos mientras el segundo se 
dividió en seis (Mulet, 2009), de los cuales el grupo de P. fluorescens es el más complejo 
y está dividido en nueve subgrupos donde cada uno de ellos es llamado por el nombre de 
una especie, P. fluorescens, P. gessardi, P. fragi, P. mandelii, P. jesseni, P. koreensis, P. 
corrugata, P. chlororaphis y P. asplenii. Dentro del subgrupo P. asplenii se encuentra P. 
asplenii y P. fuscovaginae, esta última identificada por primera vez en 1976 en Japón y 
notificada como un patógeno del arroz (Mulet, 2009).  
 
Los métodos para la identificación de especies bacterianas asociadas con podredumbres 
blandas del orden Enterobacteriales, se han basado en el uso de medios selectivos, 
perfiles  bioquímicos y fisiológicos, métodos serológicos y moleculares, como secuencias 
repetitivas por PCR (REP-PCR, del ingles repetitive element sequence-based), 
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP, del inglés restriction 
Fragment Length Polymorphism), polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados 
(AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism), tipificación multilocus de secuencias 
(MLST, del inglés Multilocus sequence typing), La amplificación aleatoria de ADN 
polimórfico (RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA), analissi de ácidos grasos 
en forma de ésteres metílicos (FAME, del ingles Fatty Acid Methyl Ester) y secuenciación 
completa del genoma para encontrar diferencias a nivel de nucleótidos (Czajkowski et al., 
2015).  
 
El enfoque multilocus ha demostrado ser el método más confiable para la identificación 
entre especies y géneros, en comparación a otros métodos basados en un solo gen, como 
el caso del 16S rADN (Gomila et al., 2015; Nabhan et al., 2012). En los últimos años, 
secuencias de genes conservados se han utilizado como marcadores moleculares 
filogenéticos en estudios taxonómicos como acnA, gapA, icdA, mdh, mtlD, pgi y proA para 
bacterias entéricas (Ma et al., 2007) y atpD , gyrB , rpoB , recA y rpoD para bacterias del 
género Pseudomonas (Gomila et al., 2015). 
 
Por lo tanto el objetivo de esta investigación fue identificar a nivel de especie los agentes 
causales de la pudrición bacteriana de Cyclamen persicum Mill., presente en viveros 
productores de la región de San Antonio del Tequendama Colombia, mediante la 
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secuenciación de la subunidad 16S del rADN y haciendo uso de marcadores moleculares 
tipo MLSA (del inglés Multi locus sequence analysis) como los genes conservados 
denominados “housekeeping genes” gapA, icdA, mdh y pgi, para diferenciar las 
enterobacterias fitopatógenas (Ma et al., 2007) y los genes rpoB y rpoD para especies del 
género Pseudomonas (Gomila et al., 2015). 
2.1 Materiales y métodos 
2.1.1 Aislamientos bacterianos 
Los aislamientos bacterianos seleccionados para la identificación molecular de los agentes 
causales de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) fueron 
aquellos obtenidos de síntomas de cormos blandos (aislamiento 2), peciolos con pudrición 
blanda (aislamientos 7 y 12), peciolos con pudrición blanda necrótica (aislamientos 3 y 13) 
y raíces con pudrición blanda (aislamiento 9 y 14), los cuales fueron identificados a nivel 
de género como Dickeya sp., Pectobacterium sp. y Pseudomonas sp., de acuerdo al perfil 
morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico. 
2.1.2 Extracción de ADN, reacción en cadena de la polimerasa y 
secuenciación 
Para la caracterización molecular se partió de la extracción de ADN bacteriano mediante 
el Kit Wizard Genomic DNA purification (Promega Corporation, 2020), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
En una primera fase, a partir del ADN de los aislamientos 2, 3, 7, 9, 12, 13 y 14 que fueron 
identificados previamente a nivel de género de acuerdo al perfil morfológico, fisiológico, 
bioquímico y patógenico, se realizó la amplificación de la región 16S del rADN, para 
confirmar dicha identificación. Como cepa de referencia se utilizó P. brasiliense y como 
control negativo agua destilada estéril. Todas las amplificaciones se realizaron mediante 
PCR (reacción en cadena de la polimerasa) utilizando los primers U1QUGP Fn6 y 
U2QUGP (Barghouthi, 2011) (Tabla 2-1). La reacción de amplificación de la región 16S del 
rADN fue realizada en un volumen de 15 µL que contenía 0,85 U Taq DNA polimerasa, 0,1 
mM dNTPs, 1,5 mM MgCl2, 1X de Buffer, 0,2 mM de cada primer y 2 µL de ADN diluído 
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(1:10) y fue corrida bajo las siguientes condiciones de amplificación: (i) inicio de 
desnaturalización de 94°C por 2 min; (ii) 32 ciclos de 94°C por 1,5 min, 50°C por 35 seg y 
72°C por 1,45 min y (iii) una fase de extensión final de 72°C por 3 min (Barghouthi, 2011).  
 
Posteriormente las secuencias obtenidas de la amplificación de la región del 16S rADN de 
cada aislamiento, fueron editadas mediante el software MEGAX VERSION 10.1.7 y El 
análisis de las secuencias se realizó mediante comparación con las bases de datos del 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) de genomas completos de referencia 
mediante la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), 
adicionalmente, estas secuencias también fueron comparadas con las bases de datos del 
portal EzBioCloud mediante la herramienta de USEARCH (del inglés Ultras-Fast sequence 
analysis) (Yoon et al., 2017).  
 
Con el resultado de identificación basado en la región del 16S rADN y considerando los 
clústeres obtenidos de acuerdo al perfil morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico 
de cada aislamiento  de ciclamen y de la cepade control de pudrición, se seleccionó un 
aislamiento por cada perfil similar para continuar con el diagnóstico a nivel de especie.  
 
En una segunda fase se realizó la identificación a nivel de especie mediante la 
amplificación de los genes gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa A (gapA), Isocitrato 
deshidrogenasa dependiente del NADP+ (icdA), Malato deshidrogenasa (mdh) y Glucosa-
6-fosfato isomerasa (pgi) para  los aislamientos asociados con enterobacterias (Ma et al., 
2007). Mientras que, para el aislamiento del género Pseudomonas, se utilizaron los genes 
subunidad β del ARN polimerasa (rpoB) y  factor 70 subunidad del DNA polymerase (rpoD) 
(Gomila et al., 2015).  
  
La PCR para los genes gapA, icdA, mdh y pgi fueron realizadas en un volumen de 15 µL 
que contenían 0,5 U de Taq DNA polimerasa, 0,4 mM dNTPs, 3 mM MgCl2, 1X de Buffer, 
0,8 mM de cada primer, (Tabla 2-1) y 2 µL de ADN diluído (1:10). La reacción se corrió 
bajo las siguientes condiciones de amplificación: (i) inicio de desnaturalización a 95°C por 
3 min; (ii) 30 ciclos de 94°C por 5 min, 52°C por 0,5 min y 72°C por 1 min y (iii) una fase 
de extensión final de 72°C por 6 min (Ma et al., 2007). 
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La amplificación del gen rpoB para el aislamiento del género Pseudomonas se realizó en 
un volumen de 15 µL que contenía 0,85 U de Taq DNA polimerasa, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM 
MgCl2, 1X de solución Buffer, 0,32 mM de cada  primer (Tabla 2-1) y 2 µL de ADN diluído 
(1:10). La reacción de PCR fue realizada bajo las siguientes condiciones de amplificación: 
(i) inicio de 94°C por 4 min; (ii) 31 ciclos de 94°C por 0,5 min, 50°C por 30 seg y 72°C por 
30 seg y (iii) una fase de extensión final de 72°C por 5 min (Delétoile et al., 2009). 
 
La amplificación del gen rpoD para el aislamiento del género Pseudomonas se realizó 
mediante una PCR anidada donde en la primera ronda se utilizó el par de primers 70F/70R 
seguido de los primers PsEG30F/PsEG790R en la segunda ronda y ambas PCRs se 
realizaron bajo las mismas condiciones; un volumen de reacción de 15 µL que contenía 
1,5 U de Taq DNA polimerasa, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl2, 1X de solución Buffer, 0,5 
mM de cada primer (Tabla 2-1) y 2 µL de ADN diluído (1:10). La reacción de PCR fue 
realizada de acuerdo al siguiente programa: (i) inicio de 94°C por 5 min; (ii) 30 ciclos de 
94°C por 1 min, 55°C por 1 min y 72°C por 1,5 min y (iii) una fase de extensión de 72°C 
por 10 min (Mulet et al., 2009). 
 
Las secuencias obtenidas de los productos amplificados de los genes gapA, icdA, mdh, 
pgi, rpoB y rpoD fueron editadas mediante el software MEGAX VERSION 10.1.7 y 
comparadas individualmente con la base de datos del NCBI (del inglés National Center for 
Biotechnology Informationy) mediante la herramienta BLAST (del inglés Basic Local 
Alignment Search Tool). 
 




Secuencia 5´- 3´ Fragmento (pb) Referencia 
16S rADN U1QUGP-Fn6 CCAGCAGCCGCGGTAATAC 995 Barghouthi (2011) 
  U2QUGP-Rn1 GGCTACCTTGTTACGACTTC 
 Barghouthi (2011) 
gapA gapA326F ATC TTC CTG ACC GAC GAA ACT GC 450 Ma et al. (2007) 
  gapA845R ACG TCA TCT TCG GTG TAA CCC AG  Ma et al. (2007) 
icdA icdA400F GGT GGT ATC CGT TCT CTG AAC G 520 Ma et al. (2007) 
  icdA977R TAG TCG CCG TTC AGG TTC ATA CA  Ma et al. (2007) 
mdh mdh86F CCC AGC TTC CTT CAG GTT CAG A 460 Ma et al. (2007) 
 
Continuación tabla 2-1 






Secuencia 5´- 3´ Fragmento (pb) Referencia 
  mdh628R CTG CAT TCT GAA TAC GTT TGG TCA  Ma et al. (2007) 
pgi pgi815F TGG GTC GGC GGC CGT TAC TC 520 Ma et al. (2007) 
  pgi1396R TGC CTT CGA ATA CTT TGA ACG GC  Ma et al. (2007) 
rpoB Vic3 GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA 501 Delétoile et al. (2009) 
  Vic2 GAG TCT TCG AAG TTG TAA CC  Delétoile et al. (2009) 
rpoD 70F ACG ACT GAC CCG GTA CGC ATG TAY ATG MGN GAR ATG GGN ACN GT 889 Mulet et al. (2009) 
  70R ATA GAA ATA ACC AGA CGT AAG TTN GCY TCN ACC ATY TCY TTY TT  Mulet et al. (2009) 
  PsEG30F ATY GAA ATC GCC AAR CG 736 Mulet et al. (2009) 
  PsEG790R CGG TTG ATK TCC TTG A  Mulet et al. (2009) 
  70Fs ACG ACT GAC CCG GTA CGC ATG TA  Mulet et al. (2009) 
  70Rs ATA GAA ATA ACC AGA CGT AAG TT  Mulet et al. (2009) 
Pares de bases (pb) 
 
Todos los productos de PCR provenientes de la región 16S del rADN y de los genes gapA, 
icdA, mdh, pgi, rpoB y rpoD de cada aislamiento y la cepa controld e pudrición P. 
brasiliense, fueron corridos en un termociclador Biorad 1000 y secuenciados mediante el 
método de Sanger en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia. 
2.1.3 Análisis de secuencias multilocus MLSA 
El MLSA se basó en la construcción de dendrogramas a partir de las secuencias editadas 
y concatenadas del 16S rADN, los housekeeping genes y secuencias parciales y 
completas de estos mismos genes presentes en cepas de referencia de Dickeya solani, D. 
dianthicola, D. dadantii, D. chrysanthemi, Pectobacterium brasiliense, P. carotovorum, P. 
atrosepticum, P. parmentieri, y P. wasabiae  (Tabla 2-2). Para el caso de Pseudomonas se 
usaron las secuencias de P. asplenii, P.  agarici, P.  marginalis, P.  viridiflava, P.  syringae 
y P.  cichorii (Tabla 2-2). Para enterobacterias se usó el modelo General Time Reversible 
plus Gamma (GTR) y para Pseudomonas el modelo Tamura-Nei plus Gamma (TrN) 
(Tamura et al., 2004) de acuerdo al programa MOLDTEST (Posada y Crandall, 1998). Los 
análisis filogenéticos se realizaron mediante el método Maximum likelihood. 
Adicionalmente se realizó un análisis de bootstrap de 5000 repeticiones (Gomila et al., 
2015; Ma et al., 2007). Todas las ediciones y alineamientos se realizaron utilizando 
CLUSTAL W de la versión MEGAX 10.1.7 (Tamura et al., 2007).  
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El MLSA para enterobacterias se realizó basado en las secuencias amplificadas del 16S 
rADN, gapA, icdA, mdh y pgi de cada uno de los aislamientos, editadas y concatenadas 
de la siguiente forma: 16S rADN (534 nt), gapA (198 nt), icdA (291 nt), mdh (136 nt) y pgi 
(281 nt) (Ma et al., 2007), mientras para el género Pseudomonas las secuencias fueron 
editadas y concatenadas de la siguiente forma: 16S rADN (846 nt), rpoB (709 nt) y rpoD 
(42 nt) (Gomila et al., 2015). 
 
Tabla 2-2 Cepas de referencia y secuencia utilizadas de los géneros Dickeya, 
Pectobacterium y Pseudomonas en el MLSA realizado en este estudio, tomadas del 
National Centre for Biotechnology Information (NCBI). 
Species 16S rADN gapA mdh IcdA pgi 
Dickeya           
D. solani  AG37 IPO 2222 IPO 2222 Ds748-2-2-12  IPO 2222 
D. dianthicola  CFBP 1200  M23 M23 Dd44 ME23 
D. dadantii  CFBP 1269  Ech600 106634 Ech600 Ech600 
D. chrysanthemi  DSM 4610  NCPPB 402  GSPB4610 GSPB4610 GSPB4610 
Pectobacterium           
P. parmentieri  RNS 08-42-1A  RNS 08-42-1A  RNS 08-42-1A  RNS 08-42-1A  RNS 08-42-1A  
P. atrosepticum  LMG 2386  SCRI107 SCRI107 SCRI107 SCRI107 
P. carotovorum  CFBP2046 M30 M30 M30 M30 
P. brasiliense  NZEC1 NZEC1 NZEC1 NZEC1 NZEC1 
P. wasabiae  SR91 SCRI207 SCRI207 SCRI207 SCRI207 
            
Species 16S rADN rpoB rpoD     
Pseudomonas           
P.asplenii LMG 5147 ICMP 11824  LMG 2158T     
P. agarici 71A LMG 2112T NCPPB 1999     
P. marginalis LMG 2210 ICMP 3553 C1283 ICMP 3553 scaffold32     
P. viridiflava ATCC 13223 ATCC 13223 PDDCC 2848   
P. syringae  ATCC 19310 ATCC 19310 LMG 1247T     
P. cichorii  ATCC 10857 LMG 2163 NCPPB 943     
P. tolaasii NCPPB 2192 NCPPB 2192 NCPPB 2192     
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2.2  Resultados 
2.2.1 Identificación molecular a partir de la region 16S rADN  
A partir de los aislamientos asociados con la cyclamen bacterial soft rot e identificados 
bioquímicamente, se realizó el análisis de la región 16S rADN confirmando su identidad a 
nivel de género. Dentro del género Dickeya se identificaron dos especies, D. solani 
(aislamientos 2 y 3) y D. chrysanthemi (aislamientos 12, 13 y 14). Para el caso de 
Pectobacterium el aislamiento 9 fue identificado con el mismo porcentaje de identidad con 
las especies P. atrosepticum y P. parmentieri; para Pseudomonas el aislamiento 7 
correspondió a P. asplenii (sin. Pseudomonas fuscovaginae) (Tohya et al., 2020) y el 
aislamiento control de pudrición se confirmó su identificación como Pectobacterium 
brasiliense (REF2) (Tabla 2-2). 
 
Tabla 2-3 Identificación molecular de los aislamientos de acuerdo a la región del 16S del 
rADN 
ID 





2 Dickeya solani 100% 100% 
3 Dickeya solani 99,8% 100% 
12 Dickeya chrysanthemi 99,4% 99,4% 
13 Dickeya chrysanthemi 97,3% 99.1% 
14 Dickeya chrysanthemi 99,3% 99,4% 





7 Pseudomonas asplenii 99,1% 99,4% 
 REF2 
(P. brasiliense) Pectobacterium brasiliense 99,9% 99,3% 
 
2.2.2 Análisis de secuencias multilocus MLSA 
 
Para continuar con el diagnóstico a nivel de especie mediante el análisis multilocus y 
considerando los resultados obtenidos de la identificación basada en la región 16S rADN 
y del agrupamiento en cuatro clústeres de acuerdo a las características morfológicas, 
fisiológicas, bioquímicas y patógenicas que compartieron (Capítulo 1), se seleccionaron 
aislamientos de cada género y de cada especie, que provenían de síntomas diferentes.  
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El aislamiento 7 (P. asplenii) de pudriciones blandas, el aislamiento 9 (P. atrosepticum) de 
raíces blandas, el aislamiento 2 (D. solani) de cormos blandos, el aislamiento 13 (D. 
chrysanthemi) de peciolos con pudrición blanda necrótica y el aislamiento 12 (D. 
chrysanthemi) de peciolos con pudriciones blandas. El análisis de la secuencia de los 
genes rpoB y rpoD confirmó al aislamiento 7 como P. asplenii y los genes gapA, icdA, mdh 
y pgi, confirmaron al aislamiento 2 como D. solani e igualmente a los aislamientos 12 y 13 
que previamente habian sido identificados por la región 16S rADN como D. chrysanthemi. 
El aislamiento 9, identificado previamente por 16S rADN como P. atrosepticum/P. 
parmentieri, mostró identidad de acuerdo con los genes analizados; gapA y icdA lo 
identificaron como P. parmentieri, mientras mdh y pgi como P. atrosepticum. El aislamiento 
de P. brasiliense conservó su identificación (Tabla 2-4). 
 
Tabla 2-4 Identificación a nivel de especie de los aislamientos bacterianos de acuerdo a 
las secuencias obtenidas de los genes gapA, icdA, mdh pgi, rpoB y rpoD. 
 
ID 
aislamiento 16S rADN gapA icdA mdh pgi 
9 P. parmentieri P. atrosepticum P. parmentieri P. parmentieri P. atrosepticum P. atrosepticum 
2 D. solani D. solani D. solani D. solani D. solani 
12 D. chrysantemi D. solani D. solani D. solani D. solani 
13 D. chrysantemi D. solani D. solani D. solani D. solani 
Referecia 
(REF2) P. brasiliense P. brasiliense P. brasiliense P. brasiliense P. brasiliense  
ID 
aislamiento 16S rADN rpoB rpoD 
  
7 P. asplenii P. asplenii P. asplenii   
 
Código de identificación (ID), Pectobacterium parmentieri (P. parmentieri), Pectobacterium 
atrosepticum (P. atrosepticum), Pectobacterium brasiliense (P. brasiliense), Dickeya solani 
(D. solani), Pseudomonas asplenii (P. asplenii). 
 
 
El MLSA realizado a partir de las secuencias obtenidas de los aislamientos de la pudrición 
blanda bacteriana de ciclamen y de cepas de referencia de bacterias fitopatógenas (cuatro 
del género Dickeya, cinco de Pectobacterium y seis de Pseudomonas), produjo un árbol 
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filogenético en el cual los aislamientos de ciclamen se agruparon junto a una especie de 
referencia (Figura 2-1 y 2-2).  
 
El dendrograma del MLSA del género Pseudomonas mostró dos clados; el primero 
correspondió al grupo P. fluorescens y el segundo al grupo P. syringae. En el primer grupo, 
se encontraron tres subgrupos; el subgrupo P. asplenii donde se ubicó el aislamiento 7 de 
ciclamen, el subgrupo P. fluorescens donde se ubicaron las cepas de referencia P. tolaasii 
y P. marginalis y el subgrupo formado por la cepa P. agarici (Mulet et al., 2010) (Figura 2-
1). En el segundo grupo del dendrograma, se ubicaron las cepas de referencia P. syringae 
y P. cichorii pertenecientes al grupo P. syringae (Mulet et al., 2010) (Figura 2-1).    
 
Figura 2-1Dendrograma de Pseudomonas utilizando el método de Maximum 
likelihood y el modelo Tamura-Nei, mediante secuencias concatenadas (16SrADN, 
rpoB y rpoD) del aislamiento 7 y sus especies filogenéticas más cercanas. Los 
valores de Bootstrap después de 5000 réplicas se expresan como porcentajes. Números 
entre paréntesis indican las cepas de referencia basadas en secuencias parciales 
concatenadas de la siguiente forma: P. asplenii (1) LMG 5147 (16S rADN), ICMP 11824  
(rpoB) y LMG 2158T (rpoD); P. agarici (2) 71A (16S rADN), LMG 2112T (rpoB) y NCPPB 
1999 (rpoD); P. tolaasii (3)NCPPB 2192 (16S rADN, rpoB y rpoD); P. marginalis (4)LMG 
2210 (16S rADN), ICMP 3553 C1283 (rpoB y rpoD); P. viridiflava (5) ATCC 13223 (16S 
rADN), ATCC 13223 (rpoB) y PDDCC 2848 (rpoD); P. syringae (6) ATCC 19310 (16S rADN 
y rpoB) y LMG 1247T (rpoD); P. cichorii (7) ATCC 10857 (16S rADN), LMG 2163 (rpoB) y 
NCPPB 943 (rpoD).  
 
El dendrograma para las bacterias entéricas diferenció dos grupos grandes asociados a 
los géneros Dickeya y Pectobacterium, en los cuales se agruparon los aislamientos de 
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ciclamen. Dentro del grupo Dickeya se ubicaron las cepas de referencia D. dianthicola, D. 
dadanthi formando un solo clado, a diferencia de D. chrysanthemi y D. solani que formaron 
clados diferentes. Los aislamientos de ciclamen 2, 12, y 13 se ubicaron en el clado de D. 
solani pero no todos en un mismo grupo; el aislamiento 2 estuvo más cercano a la cepa 
de referencia D. solani pero los aislamientos 12 y 13, que habían sido identificados como 
D. chrysanthemi mediante el análisis de la región 16S rADN, formaron un subgrupo distinto 
(Figura 2-2). Dentro del género Pectobacterium se formaron dos grupos, en el primero se 
encontraron las cepas P. carotovorum, P. brasiliense y el control de pudrición P. brasiliense 
(REF2) y en el segundo se formaron subgrupos; uno que ubicó a P. atrosepticum y otro al 




Figura 2-2 Dendrograma de enterobacterias utilizando el método de Maximum 
likelihood y el modelo General Time Reversible, basado en secuencias 
concatenadas (16S rADN, gapA, icdA, mdh y pgi) de  los asilamientos 2, 12, 13 y sus 
especies filogenéticas más cercanas. Los valores de Bootstrap después de 5000 
réplicas se expresan como porcentajes. Números entre paréntesis indican las cepas de  
ID2 Dickeya solani 
Dickeya solani (1)
ID12 Dickeya solani 
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(Figura 2-2 Continuación) 
referencia basadas en secuencias parciales concatenadas de la siguiente forma: Dickeya 
solani (1) A37G (16S rADN), IPO2222 (gapA, mdh y pgi) y Ds748-2-2-12 (icdA); Dickeya 
dianthicola (2) CFBP 1200 (16S rADN), M23 (gapA, mdh y pgi) y Dd44 (icdA); Dickeya 
dadantii (3) CFBP 1269 (16S rADN), Ech600 (gapA, icdA y pgi) y 106634 (mdh); Dickeya 
chrysanthemi (4) DSM 4610 (16S rADN), NCPPB 402 (gapA) y GSPB4610 (icdA, mdh y 
pgi); Pectobacterium brasiliense (5) NZEC1 (16S rADN, gapA, icdA, mdh y pgi); 
Pectobacterium carotovorum (6) CFBP2046 (16S rADN) y M30 (gapA, icdA, mdh y pgi);  
Pectobacterium atrosepticum (7) LMG 2386 (16S rADN) y SCRI1071 (gapA, icdA, mdh y 
pgi); Pectobacterium parmentieri (8) RNS 08-42-1A (16S rADN-gapA-icdA-mdh-pgi); 
Pectobacterium wasabiae (9) SR91 (16S rADN) y SCRI207 (gapA-icdA-mdh-pgi) 
2.3 Discusión 
Para confirmar la identidad de los agentes causales de la pudrición blanda bacteriana de 
ciclamen se usaron herramientas moleculares que incluyeron la secuenciación de la 
subunidad 16S del rADN (Adeolu, 2016) y de marcadores multi locus MLSA basado en 
housekeeping genes reportados para enterobacterias fitopatógenas (Nabhan et al., 2012; 
Ma et al., 2007) y especies del género Pseudomonas (Gomila et al., 2015; Mulet 2009).  
 
La secuencia de los genes analizados permitieron confirmar el género bacteriano de los 
aislamientos de ciclamen identificados bioquímicamente; sin embargo, se presentaron 
diferencias a nivel de especie dependiendo de la región genómica amplificada. Para el 
caso del aislamiento 7 que bioquímicamente fue Pseudomonas sp., tanto la región 16S 
rADN como los housekeeping genes la identificaron como la especie P. asplenii, 
confirmando la presencia de este género previamente reportado en la enfermedad 
pudrición blanda bacteriana de ciclamen (Van Assche 1958).  
 
No obstante, se presentaron diferencias en la identificación a nivel de especie de los 
aislamientos del género Dickeya y Pectobacterium. El aislamiento 2 (Dickeya sp.) 
utilizando todos los marcadores moleculares fue identificado como D. solani, a diferencia 
de los aislamientos 12 y 13 (Dickeya sp.) que fueron identificados como D. chrysanthemi 
mediante la región del 16S rADN y como D. solani por los housekeeping genes. Cambios 
en la clasificación de bacterias entéricas han sido reportados en diferentes estudios, 
sugiriendo utilizar los housekeeping genes como marcadores moleculares de 
identificación, debido al bajo poder discriminatorio a nivel de especie de la región del 16S 
rADN (Nabhan et al., 2012; Adeolu et al., 2016).  
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Sin embargo, la identificación del aislamiento 9 que bioquímicamente fue Pectobacterium 
sp., presentó identidad con las especies P. atrosepticum y P. parmentieri, de acuerdo con 
el gen analizado, sin poder llegar a definirla, debido a que esta dos especies son muy 
cercanas y para su identificacion se require de un mayor número de genes (Khayi et al., 
2016).  
 
Para confirmar la especie de los aislamientos de ciclamen, se realizó un MLSA, 
concatenando las secuencias obtenidas del 16S rADN y los housekeeping genes junto con 
secuencias parciales y completas de estos mismos genes en bacterias fitopatógenas de 
diferentes especies de Dickeya,  Pectobacterium y  Pseudomonas. El dendrograma de 
Pseudomonas formó dos clados, cada uno de ellos asociado con los principales grupos 
taxonómicos de este género (Gomila et al., 2015). El aislamiento 7 proveniente de plantas 
de ciclamen con síntomas de pudrición, se agrupó con la cepa de referencia de P. asplenii, 
confirmando su identificación. Es importante resaltar que este patógeno es conocido como 
P. fuscovaginae, el cual está asociado con la enfermedad del tizón marrón de la vaina del 
arroz (CABI, 2019c); no obstante, P. asplenii ha sido reportado causando el tizón 
bacteriano de la hoja del helecho conocido como “nido de pájaro” (Asplenium nidus) 
(Chase, 1984), pero no se ha reportado en otro tipo de ornamental. En ciclamen, el síntoma 
generado por esta bacteria se limitó a una pudrición localizada que no se extendió por todo 
el peciolo, posiblemente atribuida a una baja virulencia del patógeno, pero que en conjunto 
con Pectobacterium y Dickeya, contribuye al desarrollo de la enfermedad. 
 
El dendrograma construído para enterobacterias mostró dos grupos, uno correspondiente 
al género Dickeya y el otro a Pectobacterium, respetando la topología de los análisis 
filogenéticos para estas bacterias (Ma et al., 2007;  Nabhan et al., 2012). En el clado de D. 
solani se formaron dos subgrupos, uno donde se ubicó los aislamientos 12 y 13 y en otro 
el aislamiento 2 y la cepa de referencia D. solani, sugiriendo, que existen diferencias a 
nivel de secuencia nucleotídica entre aislamientos de esta misma especie. Resultados 
similares se han repotado con bacterias pectinolíticas aisladas de papa, las cuales fueron 
reclasificadas de D. chrysanthemi a D. solani mediante un análisis multilocus utilizando 
diferentes genes como dnaN, fusA, gapA, purA y rplB, generando también subgrupos 
dentro de una misma especie (Van der Wolf et al., 2014). La especie D. solani se ha 
asociado con síntomas de pierna negra, marchitez generalizada y pudrición de tubérculos 
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en plantas de papa (CABI, 2019a), sin embargo,  también ha sido reportada en un amplio 
rango de hospedantes ornametales como Kalanchoe blossfeldiana, Dianthus caryophyllus, 
Chrysanthemum morifolium, Dahlia sp. Begonia bertinii, Sedum sp. y Hyacinthus orientalis 
(Parkinson et al. 2015). Análisis moleculares basados en el número de repeticiones en 
tandem variables (VNTR) identificó que algunos aislamientos de D. solani provenientes de 
ornamentales y de plantas de papa comparten el mismo perfil a nivel nucleotídico, 
sugiriendo que éstos pueden infectar ambos hospedantes y generar infecciones cruzadas. 
No obstante, también se ha reportado que aislamientos de D. solani  que infectan 
ornamentales no lo hacen en plantas de papa y viceversa, demostrando que existe un tipo 
de perfil molecular único dependiente del hospedante (Parkinson et al. 2015). Estas 
variaciones a nivel nucleotídico entre aislamientos de una misma especie podría explicar 
los dos grupos que se presentaron con los aislamientos de D. solani provenientes de 
ciclamen y que confirman la diversidad de la especie. Esta especie bacteriana se ha 
detectado en varios paises de Asia y Europa, mientras en América solamente en Brasil 
(Cardoza, 2017). Sin embargo, existen reportes de otras especies de Dickeya como D. 
chrysanthemi afectando ornamentales en Sur América, incluído Colombia, (Bradbury, 
1986). Por lo tanto, este es el primer reporte de la presencia de la especie D. solani para 
Colombia y como agente causal de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen. 
  
El dendrograma de las bacterias entéricas mostró en el grupo de Pectobacterium dos 
clados, en el primero se ubicó P. carotovorum y P. brasiliense, antiguamente clasificada 
como subespecie de P. carotovorum (Portier et. al., 2019) y en el segundo, se agrupó el 
aislamiento 9 proveniente de ciclamen y  las cepas P. atrosepticum, P. wasabiae y P. 
parmentieri. La especie P. brasiliense se encuentra ampliamente distribuída en Europa, 
Asia, África, Australia, Norte y sur América y se ha reportado afectando ornamentales, 
papa y otros vegetales dado a su adaptabilidad a un rango amplio de temperaturas y 
hospedantes (CABI, 2020b; van der Wolf et al., 2014). En Colombia, existe un único reporte 
de P. brasiliense afectando tomate (Jaramillo et al., 2017) pero no ha sido detectada en 
ornamentales. No obstante, los síntomas ocasionados por esta bacteria son indistinguibles 
de los generados por otras especies de Pectobacterium y Dickeya (CABI, 2020b). Aunque 
en este trabajo no se aisló P. brasiliense de plantas enfermas de ciclamen, si se utilizó un 
aislamiento de esta como control de pudrición, aislado de plantas de papa, el cual produjo 
los síntomas de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen, confirmando que esta especie 
puede afectar esta ornamental. La diversidad de especies de Pectobacterium ha sido 
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ampliamente estudiada utilizando diferentes herramientas moleculares como secuencias 
repetitivas por PCR (REP-PCR, del ingles repetitive element sequence-based), 
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP, del inglés restriction 
Fragment Length Polymorphism), polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados 
(AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism), tipificación multilocus de secuencias 
(MLST, del inglés Multilocus sequence typing), La amplificación aleatoria de ADN 
polimórfico (RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA), analissi de ácidos grasos 
en forma de ésteres metílicos (FAME, del ingles Fatty Acid Methyl Ester) y secuenciación 
completa del genoma para encontrar diferencias a nivel de nucleótidos (Czajkowski et al., 
2015; Dees et al., 2017; Khay et al., 2016; Li et al., 2018; Waleron et al., 2018). Estas 
estrategias han permitido actualizar la taxonomía del género, llevando a que algunas 
subespecies de P. carotovorum sean consideradas nuevas especies, tal como P. 
atrosepticum, P. betavasculorum, P. wasabiae (Gardan et. al.,  2003) y P. odoriferum 
(Portier et al., 2019). Asi mismo, otras cepas de P. carotovorum han sido reclasificadas a 
P. polaris y P. peruviense, junto con P. parmentierii antes P. wasabiae (Khayi et al., 2016; 
Waleron, et al., 2017; Portier et al., 2019) demostrando la gran diversidad del género.  
 
A nivel molecular, el aislamiento 9 presentó identidad con P. parmentierii y P. atrosepticum, 
especies relacionadas, pero su mayor porcentaje de similaridad dependió de la secuencia 
del gen analizado, aunque claramente, este aislamiento se diferenció del clado de P. 
carotovorum y de P. brasilense. Por lo tanto, para llegar a la identificación a nivel de 
especie de aislamientos del género Pectobacterium, se requiere de un análisis conjunto de 
la caracterización bioquímica y molecular, ya que se ha demostrado que diferencias en la 
asimilación de ciertos azúcares como sucrosa, rammnosa y galactosa y la hidrólisis de α-
glucósido distinguen entre las especies  P. atrosepticum, P. parmentieri y P. wasabiae 
(Khayi et al., 2016; Waleron et al., 2017). En este estudio, considerando el análisis 
molecular y el metabolismo de los azúcares, el aislamiento 9 metabolizó sucrosa y 
rammnosa e hidrolizó el α-glucósido, identificándolo como P. atrosepticum, ya que es la 
única especie de estas tres que presenta esta actividad.  
 
P. parmentierii es una especie propuesta recientemente para algunos aislamientos de P. 
wasabiae y ha sido detectada en Canadá, Nueva Zelanda, Irán, Sudáfrica, Zimbabwe, 
Finlandia, Francia y Estados Unidos, afectando plantas de papa y produciendo síntomas 
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de pierna negra y tubérculos con pudrición húmeda (Khay et. al., 2016; CABI, 2019b). P. 
wasabiae ha sido aislado de plantas y tubérculos con los mismos síntomas que los 
producidos por P. parmentieri pero su distribución geográfica no es conocida y parece estar 
restringida a Asia y Europa (CABI, 2019b), aunque ambas especies no han sido reportadas 
causando enfermedades en ornamentales.  
 
La especie P. atrosepticum ha sido reportada como fitopatógena en papa, tomate y otros 
vegetales, pero a diferencia de P. parmentieri y P. wasabiae, ha sido detectada en 
ornamentales como Lupino, Poinsettia, Girasol y Violeta Africana (CABI, 2020a). En 
Colombia según CABI (2020a) esta especie fue reportada en el “Guide to plant pathogenic 
bacteria” como el agente causal de la pierna negra en papa (Bradbury, 1986), pero a la 
fecha no hay información adicional y actualizada de este patógeno, posiblemente debido 
a la ausencia de estudios a nivel molecular que permitan llegar a nuevas especies 
bacterianas causantes de pudriciones en hospedantes diferentes a papa.  
 
De acuerdo con estos resultados se confirma la presencia en Colombia de tres especies 
bacterianas, Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum y Pseudomonas asplenii, como 
agentes causales del complejo bacteriano de la pudrición blanda de ciclamen. Sin 
embargo, en otros países se han identificado a E. chrysanthemi sin. Dickeya spp. (Romero 
y Rivera 2005),  E. rhapontici (Elmer y Daughtrey, 2018), P. carotovorum sin. E. carotovora 
subsp. carotovora (Amani 1967; Beaumont 1953; Lemattre 1973; Panagopoulos y 




Adeolu, M., Alnajar, S., Naushad, S., y S. Gupta, R. (2016). Genome-based phylogeny and 
taxonomy of the ‘Enterobacteriales’: Proposal for Enterobacterales ord. nov. divided into 
the families Enterobacteriaceae, Erwiniaceae fam. nov., Pectobacteriaceae fam. nov., 
Yersiniaceae fam. nov., Hafniaceae fam. nov., Morganellaceae fam. nov., and 
Budviciaceae fam. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 
66(12), 5575-5599. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.001485 
 
Capitulo 2 55 
 
 
Alcaldia Municipal de San Antonio del Tequendama. (2016). Plan de Desarrollo Territorial 
municipio de San Antonio del Tequendama «Lucho por San Antonio». calameo.com. 
https://www.calameo.com/read/004849162415ea9509df8 
 
Amani, B. (1967). Soft rot of ornamentals and vegetables. Iranian Journal of Plant 
Pathology, 4, 1-10. 
 
Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., y Lipman, D. J. (1990). Basic local 
alignment search tool. Journal of Molecular Biology, 215(3), 403-410. 
https://doi.org/10.1016/S0022-2836(05)80360-2 
 
Avrova, A. O., Hyman, L. J., Toth, R. L., y Toth, I. K. (2002). Application of Amplified 
Fragment Length Polymorphism Fingerprinting for Taxonomy and Identification of the Soft 
Rot Bacteria Erwinia carotovora and Erwinia chrysanthemi. Applied and Environmental 
Microbiology, 68(4), 1499-1508. https://doi.org/10.1128/AEM.68.4.1499-1508.2002 
 
Barghouthi, S. (2011). A Universal Method for the Identification of Bacteria Based on 
General PCR Primers. Indian journal of microbiology, 51, 430-444. 
https://doi.org/10.1007/s12088-011-0122-5 
 
Beaumont, A. (1953). Cyclamen diseases. Gardeners’ chronicle, 133-240. 
 
Bradbury JF, 1986. Guide to Plant Pathogenic Bacteria. Wallingford, UK: CAB International. 
 
Brady, C. L., Cleenwerck, I., Denman, S., Venter, S. N., Rodríguez-Palenzuela, P., 
Coutinho, T. A., y De Vos, P. (2012). Proposal to reclassify Brenneria quercina (Hildebrand 
and Schroth 1967) Hauben et al. 1999 into a new genus, Lonsdalea gen. Nov., as 
Lonsdalea quercina comb. Nov., descriptions of Lonsdalea quercina subsp. Quercina 
comb. Nov., Lonsdalea quercina subsp. Iberica subsp. Nov. And Lonsdalea quercina 
subsp. Britannica subsp. Nov., emendation of the description of the genus Brenneria, 
reclassification of Dickeya dieffenbachiae as Dickeya dadantii subsp. Dieffenbachiae comb. 
Nov., and emendation of the description of Dickeya dadantii. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, 62(7), 1592-1602. 





Butcher, R. W. (1924). Cyclamen wilt disease (Tenth Annual Report; pp. 69–72). 
Experimenfal Research Station. 
 
CABI. (2019a). Dickeya solani (black leg disease of potato). Invasive Species 
Compendium. https://www.cabi.org/isc/datasheet/120278 
 
CABI. (2019b). Pectobacterium parmentieri (black leg disease of potato). Invasive 
Species Compendium. https://www.cabi.org/isc/datasheet/48069201 
 
CABI. (2019c). Pseudomonas fuscovaginae (sheath brown rot). Invasive Species 
Compendium. https://www.cabi.org/isc/datasheet/44957 
 
CABI. (2020a). Pectobacterium atrosepticum (potato blackleg disease). Invasive 
Species Compendium. https://www.cabi.org/isc/datasheet/21910 
 
CABI. (2020b). Pectobacterium brasiliense (soft rot and blackleg of ornamentals 
and potato). Invasive Species Compendium. 
https://www.cabi.org/isc/datasheet/119196 
 
Cardoza, Y. F., Duarte, V., & Lopes, C. A. (2016). First Report of Blackleg of Potato Caused 
by Dickeya solani in Brazil. Plant Disease, 101(1), 243-243. https://doi.org/10.1094/PDIS-
07-16-1045-PDN 
 
Carta, C. (1993). Erwinia rhapontici (Millard) Burkholder: A new report from cyclamen 
(Cyclamen persicum Mill.) on JSTOR. Phytopathologia Mediterranea, 32(3), 257-260. 
 
Chandrashekar, M., y Diriwaechter, G. (1983). Soft rot of cyclamen in Australia caused by 
Erwinia carotovora Ssp. Carotovora. Australasian Plant Pathology, 12(4), 60. 
https://doi.org/10.1071/APP9830060 
 
Chase, A. R. (1984). Leaf Spot and Blight of Asplenium nidus Caused by Pseudomonas 
gladioli. Plant Disease, 68(1), 344. https://doi.org/10.1094/PD-68-344 
 
Czajkowski, R., Pérombelon, M., Jafra, S., Lojkowska, E., Potrykus, M., van der Wolf, J., y 
Capitulo 2 57 
 
 
Sledz, W. (2015). Detection, identification and differentiation of Pectobacterium and 
Dickeya species causing potato blackleg and tuber soft rot: A review. The Annals of Applied 
Biology, 166(1), 18-38. https://doi.org/10.1111/aab.12166 
 
Dees, M. W., Lysøe, E., Rossmann, S., Perminow, J., & Brurberg, M. B. (2017). 
Pectobacterium polaris sp. Nov., isolated from potato (Solanum tuberosum). International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 67(12), 5222-5229. 
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002448 
 
Delétoile, A., Decré, D., Courant, S., Passet, V., Audo, J., Grimont, P., Arlet, G., & Brisse, 
S. (2009). Phylogeny and Identification of Pantoea Species and Typing of Pantoea 
agglomerans Strains by Multilocus Gene Sequencing. Journal of Clinical Microbiology, 
47(2), 300-310. https://doi.org/10.1128/JCM.01916-08 
 
Dickey, R. S. (1979). Erwinia chrysanthemi: A Comparative Study of Phenotypic Properties 
of Strains from Several Hosts and Other Erwinia Species. Phytopathology, 69(4), 324. 
https://doi.org/10.1094/Phyto-69-324 
 
Duarte, V., Boer, S. H. D., Ward, L. J., y Oliveira, A. M. R. de. (2004). Characterization of 
atypical Erwinia carotovora strains causing blackleg of potato in Brazil. Journal of Applied 
Microbiology, 96(3), 535-545. https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2004.02173.x 
 
Elmer, W. H., y Daughtrey, M. L. (2018). Diseases of Cyclamen (pp. 1099–1128). 
https://doi.org/10.1007/978-3-319-39670-5_42 
 
Francino, M. P., Santos, S. R., y Ochman, H. (2006). Phylogenetic Relationships of Bacteria 
with Special Reference to Endosymbionts and Enteric Species. En M. Dworkin, S. Falkow, 
E. Rosenberg, K.-H. Schleifer, y E. Stackebrandt (Eds.), The Prokaryotes: Volume 6: 
Proteobacteria: Gamma Subclass (pp. 41-59). Springer. https://doi.org/10.1007/0-387-
30746-X_2 
 
Gallois, A., Samson, R., Ageron, E., y Grimont, P. A. D. (1992). Erwinia carotovora subsp. 
Odorifera subsp. Nov., Associated with Odorous Soft Rot of Chicory (Cichorium intybus L.). 
58 Complejo bacteriano asociado a la pudrición blanda de Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
 
 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 42(4), 582-588. 
https://doi.org/10.1099/00207713-42-4-582 
 
Gardan, L., Gouy, C., Christen, R., y Samson, R. (2003). Elevation of three subspecies of 
Pectobacterium carotovorum to species level: Pectobacterium atrosepticum sp. nov., 
Pectobacterium betavasculorum sp. nov. and Pectobacterium wasabiae sp. nov. 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 53(2), 381-391. 
https://doi.org/10.1099/ijs.0.02423-0 
 
Gomila, M., Peña, A., Mulet, M., Lalucat, J., y García-Valdés, E. (2015). Phylogenomics 
and systematics in Pseudomonas. Frontiers in Microbiology, 6. 
https://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00214 
 
Hauben, L., Moore, E. R. B., Vauterin, L., Steenackers, M., Mergaert, J., Verdonck, L., y 
Swings, J. (1998). Phylogenetic Position of Phytopathogens within the Enterobacteriaceae. 
Systematic and Applied Microbiology, 21(3), 384-397. https://doi.org/10.1016/S0723-
2020(98)80048-9 
 
Jaramillo A, Huertas C A, Gómez E D, 2017. First report of bacterial stem rot of Tomatoes 
caused by Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense in Colombia. Plant Disease. 101 
(5), 830-831. http://apsjournals.apsnet.org/loi/pdis DOI:10.1094/PDIS-08-16-1184-PDN 
 
Khayi, S., Cigna, J., Chong, T. M., Quêtu-Laurent, A., Chan, K.-G., Hélias, V., & Faure, D. 
(2016). Transfer of the potato plant isolates of Pectobacterium wasabiae to Pectobacterium 
parmentieri sp. Nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 
66(12), 5379-5383. https://doi.org/10.1099/ijsem.0.001524 
 
Laurila, J., Hannukkala, A., Nykyri, J., Pasanen, M., Hélias, V., Garlant, L., y Pirhonen, M. 
(2010). Symptoms and yield reduction caused by Dickeya spp. Strains isolated from potato 
and river water in Finland. European Journal of Plant Pathology, 126(2), 249-262. 
https://doi.org/10.1007/s10658-009-9537-9 
 
Lemattre, M. (1973). Problème bacteridn en culture de Cyclamen. Journee d’etudes de e 
horticulture et des pepinieres, 63-70. 




Li, X., Ma, Y., Liang, S., Tian, Y., Yin, S., Xie, S., & Xie, H. (2018). Comparative genomics 
of 84 Pectobacterium genomes reveals the variations related to a pathogenic lifestyle. BMC 
Genomics, 19. https://doi.org/10.1186/s12864-018-5269-6 
 
Ma, B., Hibbing, M. E., Kim, H.-S., Reedy, R. M., Yedidia, I., Breuer, J., Breuer, J., Glasner, 
J. D., Perna, N. T., Kelman, A., y Charkowski, A. O. (2007). Host Range and Molecular 
Phylogenies of the Soft Rot Enterobacterial Genera Pectobacterium and Dickeya (world) 
[Research-article]. Http://Dx.Doi.Org/10.1094/PHYTO-97-9-1150; The American 
Phytopathological Society. https://doi.org/10.1094/PHYTO-97-9-1150 
 
Moya, D. E. (2016). Caracterización del agente causal de la pudrición de bulbo en Violeta 
de los Alpes (Cyclamen persicum Mill.), en viveros de san Antonio del Tequendama. 
 
Mulet, M., Bennasar, A., Lalucat, J., y García-Valdés, E. (2009). An rpoD-based PCR 
procedure for the identification of Pseudomonas species and for their detection in 
environmental samples. Molecular and Cellular Probes, 23(3-4), 140-147. 
https://doi.org/10.1016/j.mcp.2009.02.001 
 
Nabhan, S., Wydra, K., Linde, M., y Debener, T. (2012). The use of two complementary 
DNA assays, AFLP and MLSA, for epidemic and phylogenetic studies of pectolytic 
enterobacterial strains with focus on the heterogeneous species Pectobacterium 
carotovorum. Plant Pathology, 61(3), 498-508. https://doi.org/10.1111/j.1365-
3059.2011.02546.x 
 
Naum, M., Brown, E. W., y Mason-Gamer, R. J. (2008). Is 16S rDNA a reliable phylogenetic 
marker to characterize relationships below the family level in the enterobacteriaceae 
Journal of Molecular Evolution, 66(6), 630-642. https://doi.org/10.1007/s00239-008-9115-
3 
 
Nicolas, G., y Aggery, B. (1970). Une maladie bacterienne du Cyclamen de Perse. Comptes 
Rendus de la Societe Biologique, 83-89. 
 
60 Complejo bacteriano asociado a la pudrición blanda de Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
 
 
Panagopoulos, C. G., y Psallidas, P. G. (1970). A bacterial soft rot of Cyclamen. Annales 
de I’lnstitut Phytopathologique, 83-89. 
 
Parkinson, N., Pritchard, L., Bryant, R., Toth, I., & Elphinstone, J. (2015). Epidemiology of 
Dickeya dianthicola and Dickeya solani in ornamental hosts and potato studied using 
variable number tandem repeat analysis. European Journal of Plant Pathology, 141(1), 63-
70. https://doi.org/10.1007/s10658-014-0523-5 
 
Posada, D., y Crandall, K. A. (1998). MODELTEST: Testing the model of DNA substitution. 
Bioinformatics (Oxford, England), 14(9), 817-818. 
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/14.9.817 
 
Portier, P., Pédron, J., Taghouti, G., Fischer-Le Saux, M., Caullireau, E., Bertrand, C., 
Laurent, A., Chawki, K., Oulgazi, S., Moumni, M., Andrivon, D., Dutrieux, C., Faure, D., 
Hélias, V., & Barny, M.-A. (2019). Elevation of Pectobacterium carotovorum subsp. 
Odoriferum to species level as Pectobacterium odoriferum sp. Nov., proposal of 
Pectobacterium brasiliense sp. Nov. And Pectobacterium actinidiae sp. Nov., emended 
description of Pectobacterium carotovorum and description of Pectobacterium versatile sp. 
Nov., isolated from streams and symptoms on diverse plants. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, 69(10), 3207-3216. 
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.003611 
 
Potrykus, M., Golanowska, M., Sledz, W., Zoledowska, S., Motyka, A., Kolodziejska, A., 
Butrymowicz, J., y Lojkowska, E. (2015). Biodiversity of Dickeya spp. Isolated from Potato 
Plants and Water Sources in Temperate Climate. Plant Disease, 100(2), 408-417. 
https://doi.org/10.1094/PDIS-04-15-0439-RE 
 
Promega Corporation. (2020). Wizard® Genomic DNA Purification Kit Protocol. Wizard® 




Romero, A. M., y Rivera, M. C. (2005). Cyclamen soft rot caused by Erwinia chrysanthemi 
in Argentina. Australasian Plant Pathology, 34(2), 279. 




Samson, R., Legendre, J. B., Christen, R., Saux, M. F.-L., Achouak, W., y Gardan, L. 
(2005). Transfer of Pectobacterium chrysanthemi (Burkholder et al. 1953) Brenner et al. 
1973 and Brenneria paradisiaca to the genus Dickeya gen. Nov. As Dickeya chrysanthemi 
comb. Nov. And Dickeya paradisiaca comb. Nov. And delineation of four novel species, 
Dickeya dadantii sp. Nov., Dickeya dianthicola sp. Nov., Dickeya dieffenbachiae sp. Nov. 
And Dickeya zeae sp. Nov. International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology, 55(4), 1415-1427. https://doi.org/10.1099/ijs.0.02791-0 
 
Spröer, C., Mendrock, U., Swiderski, J., Lang, E., y Stackebrandt, E. (1999). The 
phylogenetic position of Serratia, Buttiauxella and some other genera of the family 
Enterobacteriaceae. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 
49(4), 1433-1438. https://doi.org/10.1099/00207713-49-4-1433 
 
Takamura, T. (2007). Cyclamen. En Flower Breeding and Genetics (pp. 459–478). Springer 
Netherlands. https://doi.org/10.1007/978-1-4020-4428-1_16 
 
Tamura, K., Dudley, J., Nei, M., y Kumar, S. (2007). MEGA4: Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis (MEGA) Software Version 4.0. Molecular Biology and Evolution, 24(8), 
1596-1599. https://doi.org/10.1093/molbev/msm092 
 
Tamura, Koichiro, Nei, M., y Kumar, S. (2004). Prospects for inferring very large 
phylogenies by using the neighbor-joining method. Proceedings of the National Academy 
of Sciences, 101(30), 11030-11035. https://doi.org/10.1073/pnas.0404206101 
 
Tohya, M., Watanabe, S., Tada, T., Tin, H. H., & Kirikae, T. (2020). Genome analysis-based 
reclassification of Pseudomonas fuscovaginae and Pseudomonas shirazica as later 
heterotypic synonyms of Pseudomonas asplenii and Pseudomonas asiatica, respectively. 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 70(5), 3547-3552. 
https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004199 
 
Toth, I. K., Wolf, J. M. van der, Saddler, G., Lojkowska, E., Hélias, V., Pirhonen, M., Tsror 
(Lahkim), L., y Elphinstone, J. G. (2011). Dickeya species: An emerging problem for potato 
62 Complejo bacteriano asociado a la pudrición blanda de Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
 
 
production in Europe. Plant Pathology, 60(3), 385-399. https://doi.org/10.1111/j.1365-
3059.2011.02427.x 
 
Van Assche, C. (1958). Antibiotica en Plantenziekten. Agricultura Louvain, 409-420. 
 
van der Wolf, J. M., Nijhuis, E. H., Kowalewska, M. J., Saddler, G. S., Parkinson, N., 
Elphinstone, J. G., Pritchard, L., Toth, I. K., Lojkowska, E., Potrykus, M., Waleron, M., de 
Vos, P., Cleenwerck, I., Pirhonen, M., Garlant, L., Hélias, V., Pothier, J. F., Pflüger, V., 
Duffy, B., … Manulis, S. (2014). Dickeya solani sp. Nov., a pectinolytic plant-pathogenic 
bacterium isolated from potato (Solanum tuberosum). International Journal of Systematic 
and Evolutionary Microbiology, 64(Pt_3), 768-774. https://doi.org/10.1099/ijs.0.052944-0 
 
Waldee, E. L. (1942). Comparative studies of some peritrichous phytopathogenic bacteria 
(p. 6970837) [Doctor of Philosophy, Iowa State University, Digital Repository]. 
https://doi.org/10.31274/rtd-180813-15600 
 
Waleron, M., Misztak, A., Waleron, M., Franczuk, M., Wielgomas, B., & Waleron, K. (2018). 
Transfer of Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum strains isolated from 
potatoes grown at high altitudes to Pectobacterium peruviense sp. Nov. Systematic and 
Applied Microbiology, 41(2), 85-93. https://doi.org/10.1016/j.syapm.2017.11.0 
 
Yoon, S.-H., Ha, S.-M., Kwon, S., Lim, J., Kim, Y., Seo, H., y Chun, J. (2017). Introducing 
EzBioCloud: A taxonomically united database of 16S rRNA gene sequences and whole-




3. Aislamientos bacterianos provenientes de 
sustratos utilizados en la producción de 
ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
La producción intensiva de ciclamen en el mundo, ha generado el surgimiento de 
problemas sanitarios debido al intercambio de material vegetal y semillas (Elmer y 
Daughtrey, 2018; Wick y Dicklow, 2000), adicionalmente en Colombia las prácticas de 
reciclar materiales e insumos en la producción del cultivo de ciclamen es común. La 
reutilización de bandejas de germinación, materas y sustratos como suelo, fibra de coco, 
cascarilla de arroz, escoria, aserrín o mezclas artesanales, que provienen de plantas 
descartadas en la comercialización por presentar diversas enfermedades, son 
incorporados nuevamente dentro del ciclo de producción, sin procesos de desinfección 
adecuados que garanticen la inocuidad del sistema (comunicación personal Vivero 5 
Sentidos y Plantas y Plantas, 2019).  
 
La cadena de producción y comercialización de plantas de ciclamen en el municipio de 
San Antonio del Tequendama comprende la producción de plantas en viveros específicos 
y adaptados para la propagación de esta especie, los cuales a su vez comercializan las 
plantas de ciclamen como mayoristas a otros viveros de la región e incluso a diferentes 
zonas del país (comunicación personal Vivero 5 Sentidos y Plantas y Plantas, 2019). 
   
En el municipio de San Antonio del Tequendama el proceso de producción del ciclamen 
se realiza mediante propagación sexual, utilizando semilla certificada importada de 
Francia, donde existen mas de 300 cultivares diferentes relacionados con el color de la flor 
y el porte de la planta; estándar o mini (comunicación personal Vivero 5 Sentidos y Plantas 
y Plantas, 2019).  
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El proceso de producción comprende alrededor de 6 meses desde la siembra de las 
semillas hasta obtener plantas aptas para la comercialización, dicho proceso se lleva a 
cabo en tres fases: en la primera fase se realiza la germinación de la semilla en cámara 
oscura sobre bandejas de propagación de 128 alvéolos, utilizando turba estéril como 
sustrato. Posteriormente, en la segunda fase bajo condiciones de cubierta, se realiza el 
trasplante a materas de 351 cm3 con mezclas de diferentes sustratos orgánicos e inertes 
y finalmente 3 meses después se realiza un último trasplante a materas de 1593 cm3, con 
la misma mezcla utilizada en la fase dos o con alguna variación de acuerdo a la experiencia 
del productor (comunicación personal Vivero 5 Sentidos y Plantas y Plantas, 2019). 
 
Las mezclas de los sustratos utilizados en el proceso de producción varían de acuerdo a 
la tecnología adoptada y a la experiencia del viverista. Sin embargo, estas mezclas suelen 
contener turba, suelo, cascarilla de arroz, compost, escoria, aserrín o fibra de coco. 
Ocasionalmente, algunos productores realizan procesos de desinfección de las mezclas 
de sustratos, mediante técnicas térmicas o tratamientos químicos, mientras que otros los 
utilizan directamente (comunicación personal Vivero 5 Sentidos y Plantas y Plantas, 2019). 
 
El suministro de agua a las plantas se realiza mediante riego manual, dirigido al sustrato, 
planta a planta utilizando un sistema de manguera, adicional en algunas situaciones este 
sistema es aprovechado para realizar procesos de fertilización. El manejo sanitario se 
realiza en su mayoría con aplicaciones programadas de plaguicidas y labores culturales 
de remoción de hojas o plantas enfermas, las cuales son incorporadas nuevamente al 
sistema de producción mediante un proceso de compostaje (comunicación personal Vivero 
5 Sentidos y Plantas y Plantas, 2019). 
 
La supervivencia de patógenos causantes de pudriciones blandas en el ambiente es 
limitada (Perombelon y Kelman, 1980) y depende principalmente de factores como 
temperatura, el nivel de humedad y el pH, aunque los restos de cosecha, el tejido vegetal 
afectado, el suelo de la rizosfera, las plantas arvenses y el agua de riego pueden albergar 
ocasionalmente a estos patógenos (Pérombelon y Hyman, 1989) hasta por un periodo de 
200 días en agua estéril (Cother, 1980; Cother y Gilbert, 1990). 
 
La identificación de patógenos bacterianos que causan pudriciones blandas incluyen 
métodos donde se requiere el aislamiento de células vivas, pero el aislamiento de este tipo 
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de patógenos a partir de suelo o agua es limitada, debido a la presencia de 
microorganismos saprófitos, antagónicos y a su bajo número de células que en su mayoría 
se encuentra por debajo de 10 UFC (Unidades Formadoras de Colonia) (Pérombelon y 
Hyman, 1989; Pérombelon y Van Der Wolf, 1998). Adicionalmente, el desconocimiento de 
métodos adecuados y precisos para la detección temprana de estos patógenos dificulta el 
manejo sanitario del cultivo de ciclamen.  
 
Aún, en cultivos de importancia en seguridad alimentaria como la papa, no hay claridad en 
el método para la detección temprana de patógenos como Pectobacterium y Dickeya en 
tubérculos destinados como semilla para nuevas siembras, por lo tanto, se han adaptado 
métodos de análisis de otros patógenos cuarentenarios de papa como Ralstonia 
solanacearum o Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, sin embargo estas 
adaptaciones no han sido aceptadas oficialmente en Europa por la Euphresco 
Phytosanitary (ERA-NET) debido a que el tamaño de la muestra propuesto (200 tubérculos 
por lote de 25 toneladas) solo detectaría muestras con altos grados de contaminación del 
patógeno (Czajkowski et al., 2015).  
 
Con respecto a los métodos de detección de células vivas de bacterias provenientes de 
muestras de suelo o agua, generalmente estos se realizan incubando la muestra 
suspendida en agua estéril, tampones o medios de enriquecimiento en agitación constante 
antes de la siembra en medios selectivos. Sin embargo, para muestras provenientes de 
agua se ha hecho necesario métodos de concentración como centrifugación o 
sedimentación antes de la siembra en los medios selectivos con el objetivo de recuperar 
los microorganismos que están presentes en la muestra (Corry et al., 2003; IDEAM, 2007; 
Meneley, 1976; Pérombelon y Van der Wolf, 1998) 
 
Dada la importancia de la enfermedad pudrición blanda bacteriana de ciclamen que está 
afectando notablemente a los viveristas de este tipo de plantas ornamentales, y ya una vez 
identificado sus agentes causales, se consideró necesario investigar sobre las posibles 
fuentes de inóculo que están introduciendo estos patógenos durante las prácticas agrícolas 
que se realizan en los viveros. Por lo tanto, el objetivo de esta investigación fue (i) aislar 
bacterias provenientes de diferentes fuentes de inóculo como sustratos utilizados en la 
producción de ciclamen, rizosfera de plantas con pudrición blanda bacteriana de ciclamen, 
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agua de riego y agua de riego fertilizada. Y (ii) evaluar la patogenicidad en plantas de 
ciclamen de los aislamientos obtenidos de los diferentes sustratos utilizados en la 
producción de esta especie ornamental.    
3.1 Materiales y métodos 
3.1.1 Material vegetal y ubicación de los Viveros de Ciclamen 
Durante el año 2018 y 2019 se realizaron 4 visitas a los viveros de producción y 
comercialización de ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) en el municipio de San Antonio 
del Tequendama (Cundinamarca - Colombia), donde se observó el proceso de producción 
de ciclamen y se colectaron muestras de la rizosfera de plantas enfermas con la pudrición 
bacteriana del ciclamen, de agua de riego y de los diferentes sustratos utilizados durante 
el proceso de producción. La muestras colectadas en esta investigación se tomaron de 
viveros que realizan procesos de desinfección termica (vapor) y/o quimica (Dazomet 98%) 
a los sustratos, adicionalmente, los tanques de almacenamiento de agua de riego son 
tratados con NaClO 2%, antes de la implementación en el proceso productivo, pero que 
aun realizando estas practicas la enfermedad de la pudricón blanda bacteriana de ciclamen 
se presenta en el ciclo de cultivo.    
3.1.2 Aislamiento de bacterias provenientes de sustratos y agua 
de riego 
El aislamiento de los agentes bacterianos provenientes de la rizosfera de plantas enfermas, 
sustratos y de agua de riego, se realizó mediante la técnica de enriquecimiento y 
concentración de la muestra antes de su siembra en medios selectivos utilizados para la 
recuperación de bacterias causantes de pudriciones blandas (Corry et al., 2003; IDEAM, 
2007; Meneley, 1976). El caldo Enterobacteriaceae Enrichment broth (EE) fue utilizado 
para el enriquecimiento de cada muestra (sustratos y aguas), en una proporción de 1:10 
(muestra:medio), este proceso se llevó a cabo por 48 horas en agitación a 30ºC. Como 
controles positivos se utilizaron los aislamientos causales de la pudrición blanda bacteriana 
de ciclamen identificados previamente como Dickeya solani (aislamiento 2), 
Pectobacterium atrosepticum (aislamiento 9) y Pseudomonas asplenii (aislamiento 7) y 
como control negativo se usó agua destilada estéril. Posterior a las 48 horas de incubación, 
Material suplementario 67 
 
 
las muestras y controles que produjeron un viraje del medio a una coloración verde-
amarillenta, fueron seleccionadas para siembra en medios selectivos como indicativo 
positivo de presencia de bacterias entéricas (Corry et al., 2003). 
 
Las muestras y controles enriquecidos se dejaron sedimentar por 30 min en cámara de 
flujo laminar, seguidamente, a partir de cada muestra y control se tomó una submuestra 
de 1 mL del sobrenadante, la cual se agitó en Vortex hasta lograr una suspensión 
homogenea, sin embargo teniendo en cuenta que la presencia de bacterias fitopatógenas 
en agua y suelos puede estar por debajo de 10 UFC (Pérombelon y Hyman, 1989; 
Pérombelon y Van der Wolf, 1998), se sembró directamente la suspensión inicial sin diluir 
(100 µL de la submuestra) en cajas de Petri con medio selectivo Cristal Violeta Pectato 
(CVP) y medio Mac Conkey (MC), para cada submuestra que provenía de sustratos. Sin 
embargo, para las submuestras provenientes de agua de riego, se realizó la concentración 
de la muestra por el método de sedimentación rápida que se hizo a partir del cultivo 
preenriquecido y que había presentado el viraje de coloración verde del medio después de 
la incubación. Para ello, este cultivo se filtró al vacío pasando la muestra por una 
membrana (tamaño de poro de 0,45 μm) con el objetivo de concentrar o retener los 
microorganismos que pudieran estar presentes. Posteriormente, la membrana fue 
colocada directamente sobre los medios selectivos CVP y MC e incubadas al mismo 
tiempo con las otras cajas de Petri que contenían las siembras provenientes de muestras 
de rizosfera y sustratos, las cuales fueron incubadas a 32ºC por 48 horas en condiciones 
aeróbicas y de total oscuridad.  
 
Después de 48 h de incubación, se realizó la purificación de las colonias bacterianas 
obtenidas en medio KB y se clasificaron los aislamientos de acuerdo al origen de la 
muestra, el perfil morfológico de las colonias (color, forma, borde, tamaño, superficie, 
aspecto y elevación de las colonias) y a la respuesta de las colonias en lo medios selectivos 
CVP y MC. Finalmente los aislamientos fueron conservados en suspensión de caldo 
nutritivo con glicerol al 20% y almacenados a -80 °C.  
3.1.3 Pruebas de patogenicidad  
A partir de los aislamientos  que presentaron un perfil morfológico y una respuesta en los 
medios selectivos CVP y MC similares con los controles postivos, se seleccionó un 
68 Complejo bacteriano asociado a la pudrición blanda de Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
 
 
aislamiento por perfil para realizar la pruebas de patogenicidad sobre peciolos de ciclamen 
(C. persicum Mill.) tipo estándar cultivar rojo de 10 meses de edad aproximadamente, de 
acuerdo con el método descrito por Romero y Rivera (2005).  
 
Las inoculaciones se realizaron directamente sobre los peciolos mediante inyección con 
250 µL de una concentración bacteriana de 1x108 UFC.mL-1 de cada aislamiento y de los 
controles positivos; D. solani (aislamiento 2), P. atrosepticum (aislamiento 9) y P. asplenii 
(aislamiento 7), provenientes de plantas de ciclamen enfermas con la pudrición bacteriana. 
Como control negativo se utilizó agua destilada estéril.  
 
Posterior a la inoculación, se realizó un humedecimiento del follaje con agua destilada 
estéril hasta punto de escorrentía y seguidamente las plantas fueron cubiertas con una 
bolsa plástica transparente por 48 horas, para garantizar una condición de alta humedad 
relativa. Las evaluaciones se realizaron cada dos días durante 15 días, contados a partir 
del día en el que fue retirada la bolsa, registrando la presencia de síntomas asociados a la 
pudrición bacteriana del ciclamen. 
 
Las evaluaciones se realizaron bajo condiciones de cubierta  a una temperatura promedio 
de 18 °C y humedad relativa del 71% en el que cada tratamiento contenía tres repeticiones. 
3.2 Resultados 
3.2.1 Aislamiento de bacterias provenientes de sustratos y agua 
de riego 
Del proceso del cultivo de ciclamen observado en 4 viveros de producción en San Antonio 
del Tequendama (Cundinamarca – Colombia) se colectaron 29 muestras que 
comprendían; dos muestras de agua de riego con fertilizante y dos sin fertilizante, 10 
muestras de sustratos provenientes de la rizosfera de plantas que presentaban la 
enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen y 15 de mezclas artesanales 
de sustratos que incluían cascarilla de arroz quemada al 75%, cascarilla cruda, escoria, 
aserrín, suelo y compost. El agua de riego  
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A partir de las 29 muestras obtenidas del proceso de producción y que fueron enriquecidas 
en medio EE y sembradas en medios selectivos CVP y MC, se obtuvieron 81 aislamientos 
bacterianos, los cuales fueron clasificados en 50 grupos diferentes de acuerdo a la 
procedencia de la muestra y al perfil morfológico de las colonias obtenidas a partir de 
cultivos puros en medio KB. De estos 50 grupos, 21 morfotipos se obtuvieron de sustratos 
utilizados en el proceso de producción, 24 de la rizosfera de plantas enfermas, dos de agua 
de riego fertilizada y tres de agua de riego sin fertilizar. Adicionalmente, de estos 50 grupos  
morfológicos, 10 presentaron pigmentos fluorescentes en medio KB; cinco provenían de 
las mezclas de sustratos y cinco del suelo de la rizosfera de plantas enfermas (Tabla 3-1). 
 
Tabla 3-1: Clasificación de aislamientos bacterianos provenientes de sustratos y agua de 
riego de acuerdo al perfil morfológico y procedencia de la muestra 




Total Fluorescencia en KB  
Mezclas de sustratos  15 43 21 5 
Rizosfera de plantas 
enfermas 10 33 24 5 
Agua de riego sin fertilizante 2 3 3 0 
Agua de riego con fertilizante 2 2 2 0 
Total 29 81 50 10 
Número (No.), Medio King B (KB) 
 
De los 50 morfotipos diferentes, se seleccionó un aislamiento de cada grupo para continuar 
con las pruebas de patogenicidad, obteniendo como resultado que, de los 50 aislamientos, 
18 presentaban perfiles morfológicos y respuestas en medios selectivos CVP y MC 
similares a los controles positivos; 12 aislamientos compartían características con D. solani 
(aislamiento 2), tres aislamientos con la especie cercana a P. atrosepticum (aislamiento 9) 
y tres aislamientos con P. asplenii (Tabla 3-2). 
 
Los controles positivos de D. solani (aislamiento 2), P. atrosepticum (aislamiento 9) y 
Pseudomonas asplenii (aislamiento 7), crecieron en el medio de enriquecimiento (EEC), 
medio CVP, medio MC, medio KB y sobre filtros de membrana. Sin embargo, se observó 
que ningún aislamiento ni control positivo produjo cráteres en medio CVP que caracteriza 
a aquellos con actividad pectolítica. Así mismo, los aislamientos 2, 5 y 35 provenientes de 
sustratos y el control de la especie cercana a P. atrosepticum, fueron los únicos que 
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produjeron colonias rojas en medio Mac Conkey indicando un metabolismo de 
fermentación de lactosa positiva. Finalmente, los aislamientos 17, 36, 37 y el control P. 
asplenii fueron los únicos que presentaron pigmentos fluorescentes en medio KB (Tabla 3-
2). 
 
Tabla 3-2: Respuesta de aislamientos bacterianos obtenidos a partir de sustratos y agua 
de riego utilizados para la siembra de ciclamen en medios selectivos CVP, MC y KB y 
seleccionados para pruebas de patogenicidad 
 
 
Código de identificación (ID), positivo (+), negativo (-), medio cristal violeta pectato (CVP), 
medio MacConkey (MC), medio King B (KB), aislamiento de D. solani (CP2*), produccion 
de cráteres en medio CVP, aislamiento de P. atrosepticum (CP9*), aislamiento de P. 
asplenii (CP7*), muestra procedente de mezclas de sustratos utilizados en la producción 
del ciclamen (MS), sustrato de la rizosfera de plantas enfermas con la pudrición bacteriana 
de ciclamen (SR), Agua de riego (A), Agua de riego fertilizada (AF) y plantas de ciclamen 
enfermas con la pudrición bacteriana (PE). En verde se resalta las pruebas con respuesta 
positiva. 
3.2.2 Pruebas de patogenicidad 
Posterior a la clasificación con base en las características morfológicas y respuestas en 
medios selectivos CVP y MC con los 18 aislamientos que presentaron perfiles similares a 
los controles positivos D. solani (aislamiento 2), P. atrosepticum (aislamiento 9) y 
Pseudomonas asplenii (aislamiento 7), se realizaron las pruebas de patogenicidad en 
peciolos de plantas de ciclamen (Tabla 3-2).  
 
Como resultado se observó que los 18 aislamientos bacterianos obtenidos y seleccionados 
del agua de riego fertilizada, agua sin fertilizar, mezclas de sustratos, suelo de la rizosfera 
de plantas enfermas y el control negativo de agua destilada esteril, ninguno reprodujo los 
síntomas de la enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen sobre peciolos 
ID aislamiento 7 23 25 33 34 13 4 19 30 30 31 32 CP2* 2 5 35 CP9* 17 37 36 CP7*
Pocedencia MS MS MS MS MS SR SR SR A A A AF PE MS MS MS PE SR MS MS PE
Cráteres en 
CVP - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
 Fermentación 
de lactosa en 
MC
- - - - - - - - - - - - - + + + + - - - -
Fluorescencia 
en KB - - - - - - - - - - - - - - - - - + + + +
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aunque hubieran compartido algunas caracteristicas bioquimicas con los controles 
positivos, quienes reproducieron los sintomas de la pudrición blanda bacteriana de 
ciclamen; D. solani (aislamiento 2) reprodujo síntomas de pudrición blanda cuatro días 
después de la inoculación (ddi), P. atrosepticum (aislamiento 9) reprodujo síntomas de 
pudrición blanda necrótica cuatro ddi y P. asplenii (aislamiento 7) generó pudrición 
localizada en los sitios de inoculación. 
3.3 Discusión 
Se evaluaron diferentes fuentes de inóculo como sustratos, agua de riego y suelo de la 
rizosfera de plantas de ciclamen enfermas que condujera a encontrar las bacterias D. 
solani, P. atrosepticum y P. asplenii  identificadas como agentes causales de la pudrición 
blanda bacteriana de ciclamen. Para ello se realizaron los aislamientos de enterobacterias 
provenientes de suelo, sustratos y agua de riego, mediante enriquecimiento y 
concentración de la muestra, previo a la siembra en medios selectivos como CVP y MC, 
los cuales han sido reportados en el aislamiento de bacterias entéricas (Laurila et al., 
2010).  
 
De los 50 aislamientos obtenidos, 18 presentaron perfiles morfológicos y respuestas en 
medios selectivos CVP y MC similares con los controles positivos que permitió agruparlos 
en tres grupos, el en el grupo 1 los aislamientos que compartían características con D. 
solani como fermentación de lactosa negativa y ausencia de pigmentos fluorescentes en 
medio KB; en el grupo 2 los aislamientos que compartían características con P. 
atrosepticum, fermentación de lactosa positiva y ausencia de pigmentos fluorescentes y en 
el grupo 3 los aislamientos con características comunes con P. asplenii de fermentación 
de lactosa negativa y con pigmentos fluorescentes en medio KB. Sin embargo, de las 29 
muestras provenientes de sustratos y agua de riego analizadas, no se aisló ninguna 
bacteria fitopatógena asociada con la pudrición blanda bacteriana de ciclamen ya que 
ninguna de ellas reprodujo síntomas de la enfermedad, sugiriendo que los procesos de 
desinfección térmica con vapor y/o química con Dazomet 98%, realizados a los sustratos 
NaClo 2% en tanques de almacenamiento de agua de riego de los viveros de San Antonio 
del Tequendama muestreados, eliminan o mantienen la población de bacterias 
fitopatógenas en concentraciones bajas menores a 10 UFC, dificultando el aislamiento de 
células vivas (Pérombelon y Hyman, 1989; Pérombelon y Van Der Wolf, 1998). 




Adicionalmente, se observó que los controles positivos D. solani, P. atrosepticum, P. 
asplenii (aislamiento 7) y las bacterias entéricas aisladas de sustratos y aguas de riego 
mediante el método de enriquecimiento, concentración y siembra en medio CVP, 
presentaron crecimiento 48 horas después de la siembra pero con ausencia de cráteres 
sobre el medio; característica de respuesta de bacterias con actividad pectolítica a este 
medio. Sin embargo, los controles D. solani, P. atrosepticum y P. asplenii utilizados en este 
estudio previamente, habían presentado actividad pectolítica en pruebas de pudrición de 
papa aunque no lo hicieron en medio CVP. Resultados similares de ausencia de cráteres 
e incluso de inhibición del crecimiento sobre medio CVP se ha reportado para ciertos 
aislamientos del género Dickeya y Pectobacterium, anormalidad que no se ha podido 
aclarar (Czajkowski et al., 2015). 
 
De igual forma se ha reportado que el medio CVP puede ser eficiente en el aislamiento de 
patógenos provenientes de síntomas de pudriciones blandas, pero insuficiente o limitante 
para muestras con bajas concentraciones del patógeno (Czajkowski et al., 2015). Aunque 
la implementación de métodos de enriquecimiento, concentración y siembra en medios 
selectivos para el aislamiento de bacterias fitopatógenas, provenientes de suelo o agua es 
un práctica común, el nivel de sensibilidad, detección o aislamiento de estos patógenos es 
baja; con una frecuencia de éxito de aislamiento entre el 0,6% y 32,7% cada 25 muestras 
provenientes de suelo. Adicionalmente las condiciones de ambiente y manejo sanitario son 
fundamentales en la frecuencia y probabilidad del éxito en el aislamiento de células vivas 
(Gudmestadn y Secorg, 1983; Perombelon y Hyman, 1989), por lo tanto, el  uso de técnicas 
moleculares como complemento en la detección de estos patógenos, es pertinente en el 
diagnóstico temprano para una toma de decisión adecuada para una práctica de manejo. 
 
 
No obstante, aunque se hayan realizado 4 muestreos dentro del año 2018 y 2019 
colectando 29 muestras, los resultados obtenidos aquí son únicamente para los 
relacionados con las muestras colectadas y no permite generalizar la inocuidad de los 
sustratos y del agua de riego utilizada en la producción de ciclamen de los viveros del 
municipio de San Antonio del Tequendama (Cundinamarca – Colombia), esto debido a la 
diversidad de materiales, insumos y procesos de producción realizados por los productores 
de la zona que van de acuerdo a su experiencia y tecnología implementada.  
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Adicionalmente, las muestras de agua de riego fertilizadas y sin fertilizar, presentaron una 
menor diversidad de morfotipos de bacterias aisladas en relación a las muestras 
provenientes de sustratos y de suelo de la rizosfera de plantas enfermas. Tres y dos 
morfotipos bacterianos fueron aislados por cada dos muestras de agua de riego sin 
fertilizante y con fertilizante respectivamente; a diferencia de las muestras de sustratos 
donde se recuperaron 43 morfotipos de 15 muestras y de la rizosfera de plantas enfermas 
donde se recuperaron 33 morfotipos de10 muestras colectadas. Esto sugiere que los 
métodos de desinfección utilizados en el agua destinada para el riego, disminuyen en 
mayor proporción la diversidad de bacterias que los realizados en la preparación de los 
sutratos. Así mismo, se ha reportado que el suelo es la principal fuente de inóculo de D. 
chrysanthemi (Cother, 1980) aunque no se descarta que el agua de riego pueda ser una 
fuente primaria de bacterias con actividad pectolítica causante de pudriciones blandas 
como P. carotovorum y P. atrosepticum (Gudmestad y Secor 1983; McCarter-Zorner et 
al.,1984; Harrison et al., 1987). Por lo tanto, se sugiere que el tamaño de la muestra es 
relevante como factor de éxito en el aislamiento de células de bacterias patógenas 
provenientes de fuentes de agua.           
 
Por lo anterior, es importante e indispensable estandarizar un método de muestreo que 
considere una mayor frecuencia y  tamaño de muestra, que permita la concentración y 
recuperación de bacterias que pudiesen estar asociadas con la pudrición blanda 
bacteriana de ciclamen. Así mismo, sería útil implementar herramientas moleculares que 
permitan a partir de la extracción de ADN directamente de sustrato y del agua, detectar 
con mayor sensibilidad las bacterias que hacen parte del complejo bacteriano de la 
pudrición blanda de ciclamen. 
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4. Discusión final 
Ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) es una planta ornamental de producción intensiva en 
el mundo, sin embargo, es suceptible al ataque por diferentes fitopatógenos como hongos, 
fitoplasmas, virus, nematodos y bacterias (Elmer y Daughtrey, 2018; Wick y Dicklow, 2000), 
afectando su producción. Entre las enfermedades limitantes producidas por bacterias 
fitopatógenas, se encuentra la pudrición blanda bacteriana por diferentes especies de 
enterobacterias como Pantoea agglomerans, Pectobacterium carotovorum, Dickeya 
dadantii subsp. dieffenbachiae y Erwinia rhapontici (Elmer y Daughtrey, 2018; Wick y 
Dicklow, 2000) y algunas especies del género Pseudomonas  (Van Assche, 1958). Sin 
embargo, la lista de agentes causales reportados es amplia y tan diversa que no se conoce 
realmente si son patógenos generando diferentes enfermedades o es un complejo 
bacteriano el que está involucrado en la pudrición del cormo. 
 
A partir de plantas de ciclamen enfermas con diferentes síntomas asociados con la 
pudrición blanda bacteriana, procedentes de los viveros del municipio de San Antonio del 
Tequendama – Cundinamarca, se caracterizó la enfermedad y se identificaron los agentes 
causales, obteniendo que las plantas enfermas presentan seis síntomas diferentes, 
marchitez generalizada; cormo blando acompañado; presencia de exudado bacteriano; 
pudriciones blandas basales en peciolos/pedúnculos; pudriciones blandas necróticas en 
peciolos/pedúnculos; pudrición blanda de raíces causando la muerte de la planta. 
Adicionalmente se observó, que la enfermedad inicia desde el cormo y avanza hacia los 
diferentes órganos de la planta. Algunos de los síntomas de la pudrición bacteriana de 
ciclamen observados en este estudio han sido reportados previamente por varios autores 
(Amani, 1967; Beaumont 1953; Butcher, 1924; Carta, 1993; Chandrashekar y Diriwaechter, 
1983; Elmer y Daughtrey, 2018; Lemattre, 1973; Nicolas y Aggery, 1970; Panagopoulos y 
Psallidas, 1970; Romero y Rivera, 2005; Van Assche, 1958); no obstante, este es el primer 
reporte en el que se detallan los diferentes síntomas asociados con la enfermedad en una 
misma planta, como son los dos tipos de pudriciones blandas en peciolos y pedúnculos, 
una de ellas que decolora y la otra necrósa, junto con la pudrición del cormo y de las raíces 
de la planta.  
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De las plantas muestreadas con la enfermedad, se obtuvieron aislamientos bacterianos de 
cormos, peciolos y raíces afectadas, los cuales fueron agrupados de acuerdo a su perfil 
morfológico, fisiológico, bioquímico y patogénico, confirmando que la enfermedad de la 
pudrición blanda bacteriana de ciclamen está asociada con diferentes patógenos 
bacterianos pertenecientes a los géneros Pectobacterium, Dickeya y Pseudomonas, los 
cuales fueron aislados en este estudio a partir de un mismo síntoma y de órganos 
diferentes. Sin embargo, los reportes generados hasta el momento, se han basado 
solamente a partir de cormos afectados pero no de otros órganos, identificando a un único 
agente causal por diagnóstico, en los que mencionan a alguna de estas bacterias (Amani, 
1967; Beaumont 1953; Butcher, 1924; Carta, 1993; Chandrashekar y Diriwaechter, 1983; 
Elmer y Daughtrey, 2018; Lemattre, 1973; Nicolas y Aggery, 1970; Panagopoulos y 
Psallidas, 1970; Romero y Rivera, 2005; Van Assche, 1958). 
 
Considerando que las bacterias entéricas comparten características fisiológicas y 
bioquímicas, se logró diferenciar aquellos aislamientos pertenecientes al género Dickeya 
de los de Pectobacterium, mediante la metabolización de Arginina, degradación del ácido 
malónico, reducción del Cloruro de trifenil tetrazolio y la hidrólisis del γ-L-glutamil p-
nitroanilidano.  Así mismo, se obtuvo la identificación del aislamiento de Pseudomonas sp. 
por la producción de pigmentos fluorescentes en medio King B, hidrólisis de úrea y prolina 
nitroanilida, pero no de esculina, p-n-p α-ß-glucósido, p-n-p-ß-galactósido y p-n-p bis-
fosfato, y por no tener la capacidad de metabolizar arabinosa, manosa, sacarosa y manitol 
(Garrity et al., 2005; Imhoff, 2005; Schaad et al.,2001) 
 
Una vez identificadas a nivel de género, con base en su perfil biquímico,  las bacterias 
aisladas y cuya capacidad patogénica sobre plantas de ciclamen fue confirmada, fueron 
identificadas a nivel de especie mediante estrategias moleculares como la secuenciación 
de la región 16S rADN, genes conservados (gapA, icdA, mdh, pgi rpoB y rpoD)  y un 
análisis multilocus (Ma et al., 2007; Gomila et al., 2015). El análisis de la secuencia de la 
región 16S rADN se realizó mediante comparación con genomas completos de referencia, 
confirmando los géneros bacterianos Pectobacterium, Dickeya y Pseudomonas 
identificados morfológica y bioquímicamente. Adicionalmente, el aislamiento de 
Pectobacterium proveniente de raíces blandas presento identidad con P. atrosepticum y P. 
parmentieri; dentro del género Dickeya se encontraron las especies D. solani y D. 
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chrysanthemi, indistintamente del órgano y del síntoma del cual fueron aisladas. 
Finalmente, el aislamiento de Pseudomonas proveniente de peciolos con pudrición blanda, 
fue identificado como P. asplenii conocido previamente como P. fuscovaginae (Tohya et 
al., 2020). 
 
El análisis de secuencias multilocus y caracterización bioquímica permitió definir o 
confirmar la especie de cada uno de los géneros bacterianos. Para el caso de 
Pectobacterium, este  presentó identidad con P. atrosepticum y P. parmentierii, especies 
relacionadas, pero su mayor porcentaje de similaridad dependió de la secuencia del gen 
analizado, aunque el aislamiento claramente se diferenció del clado de P. carotovorum y 
de P. brasilense. Por lo tanto, para llegar a la identificación a nivel de especie del 
aislamiento 9 del género Pectobacterium, se requirio de un análisis conjunto de la 
caracterización bioquímica y molecular, ya que se ha demostrado que diferencias en la 
asimilación de ciertos azúcares como sucrosa, rammnosa y galactosa y la hidrólisis de α-
glucósido distinguen entre las especies  P. atrosepticum, P. parmentieri y P. wasabiae 
(Khayi et al., 2016; Waleron et al., 2017). En este estudio, considerando el análisis 
molecular y el metabolismo de los azúcares, el aislamiento 9 metabolizó sucrosa y 
rammnosa e hidrolizó el α-glucósido, identificándolo como P. atrosepticum, ya que es la 
única especie de estas tres que presenta esta actividad. No obstante, de las especies P. 
atrosepticum, P. parmentierii y P. wasabiae, la única reportada generando pudriciones en 
algunas ornamentales es P. atrosepticum (CABI, 2020a). En Colombia según CABI 
(2020a), esta especie fue reportada como el agente causal de la pierna negra en papa 
(Bradbury, 1986), pero hasta hoy no hay información adicional y actualizada de este 
patógeno, posiblemente debido a la ausencia de estudios a nivel molecular que permitan 
llegar a nuevas especies bacterianas causantes de pudriciones en hospedantes diferentes 
a papa. 
 
La diversidad de especies de Pectobacterium ha sido ampliamente estudiada utilizando 
diferentes herrramientas moleculares (Czajkowski et al., 2015; Dees et al., 2017; Khay et 
al., 2016; Li et al., 2018; Waleron et al., 2018) que han llevado a que algunas subespecies 
de P. carotovorum sean consideradas ahora como nuevas especies, tal como 
Pectobacterium atrosepticum, P. betavasculorum, P. wasabiae (Gardan et. al.,  2003) y P. 
odoriferum (Portier et al., 2019); y que otras hayan sido reclasificadas como nuevas 
especies, tal como P. polaris antes P. carotovorum; P. peruviense antes P. carotovorum 
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subsp. carotovorum y P. parmentierii antes P. wasabiae (Portier et al., 2019; Khayi et al., 
2016; Waleron, et al., 2017). 
 
Para el caso de Dickeya, el análisis multilocus reclasificó los aislamientos identificados 
previamente mediante la región 16S rADN como D. chrysanthemi a D. solani.  Resultados 
similares, fueron obtenidos por van der Wolf et al. (2014), donde bacterias pectinolíticas 
aisladas de papa, fueron reclasificadas de D. chrysanthemi a D. solani, generando 
subgrupos dentro de una misma especie., lo cual fue obervado en este estudio. D. solani 
generalmente se ha asociado con síntomas de pierna negra, marchitez generalizada y 
pudrición de tubérculos en plantas de papa (CABI, 2019a), sin embargo, también ha sido 
reportada en un amplio rango de hospedantes ornametales y a nivel molecular se ha 
definido el perfil nucleotídico de los aislamientos que pueden infectar tanto papa como 
ornamentales (Parkinson et al. 2015). 
 
El análisis multilocus confirmó la identificación de Pseudomonas asplenni, la cual ha sido 
reportada como el agente causal del tizón bacteriano de la hoja del helecho conocido como 
“nido de pájaro” (Asplenium nidus) (Chase, 1984), aunque esta no se ha identificado en 
otro tipo de ornamental.   
 
Como conclusión, el análisis de secuencias multilocus junto con la caracterizacion 
bioquímica identificó a Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum y Pseudomonas 
asplenii, como los agentes causales del complejo bacteriano de la pudrición blanda de 
ciclamen. Sin embargo, debido al avance en las técnicas de identificación a nivel molecular, 
la comparación de secuencias completas entre genomas, representa un mayor 
acercamiento a la identificación, no solo mediante la diferenciación genética entre especies 
y subespecies de los patógenos, sino que adicionalmente permite realizar un análisis 
funcional genómico, que incluye factores de patogenicidad conservados como las enzimas 
de degradación de pared celular y factores no conservados como flagelina, sideróforos, 
polisacáridos, sistemas de secreción de proteínas y factores de regulación, que pueden 
variar entre ellos, siendo este tipo de análisis una estrategia implementada actualmente 
para especies de Pectobacterium (Li et al., 2018; Pédron et al., 2014). 
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Posteriormente, como un primer acercamiento a las posibles fuentes de inóculo de los 
patógenos, se realizaron aislamientos bacterianos provenientes de diferentes sustratos y 
agua de riego, utilizados en la producción de ciclamen. Para ello, fue necesario utilizar 
técnicas microbiológicas de enriquecimiento y medios selectivos (Laurila et al., 2010), los 
cuales permitieron obtener 12 aislamientos que compartieron características con D. solani, 
tres con P. atrosepticum y tres con P. asplenii; sin embargo, ninguno de ellos reprodujo los 
síntomas de la enfermedad en peciolos de ciclamen. Esto sugiere que los procesos de 
desinfección térmica (vapor) y química (Dazomet 98%) realizados a los sustratos y 
tratamiento con NaClO 2% en los tanques de almacenamiento de agua de riego de los 
viveros de San Antonio del Tequendama muestreados, eliminan o mantienen la población 
de bacterias en concentraciones bajas menores a 10 UFC, dificultando el aislamiento de 
células vivas (Pérombelon y Hyman, 1989; Pérombelon y Van Der Wolf, 1998). No 
obstante, se ha reportado que el suelo es la principal fuente de inóculo de D. chrysanthemi 
(Cother, 1980; Cother y Gilbert, 1990), aunque no se descarta, que el agua de riego pueda 
ser una fuente primaria de bacterias con actividad pectolítica causante de pudriciones 
blandas como P. carotovorum y P. atrosepticum (Gudmestad y Secor 1983; Harrison et al., 
1987). 
  
Por lo anterior, es importante e indispensable estandarizar un método de muestreo que 
considere una mayor frecuencia y  tamaño de muestra, que permita la concentración y 
recuperación de bacterias que pudiesen estar asociadas con la pudrición bacteriana de 
Ciclamen. Así mismo, sería útil implementar herramientas moleculares que permitan a 
partir de la extracción de ADN directamente de sustrato y del agua, detectar con mayor 
sensibilidad las bacterias que hacen parte del complejo bacteriano de la pudrición blanda 
del ciclamen. 
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5. Conclusiones y recomendaciones  
5.1 Conclusiones 
La enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) 
presenta seis síntomas diferentes: marchitez generalizada; cormo blando; precencia de 
exudado bacteriano; pudriciones blandas en peciolos y pedúnculos; pudriciones blandas 
necróticas en peciolos y pedúnculos y pudrición blanda de raíces causando la muerte de 
la planta. 
 
El progreso de la enfermedad de la pudrición bacteriana de ciclamen inicia desde el cormo 
y avanza hacia los diferentes órganos de la planta, hasta causarle la muerte. 
 
Se demostró la presencia de Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum y Pseudomonas 
asplenii, como los agentes responsables de la enfermedad pudrición blanda bacteriana de 
ciclamen en Colombia. 
 
En una misma planta de ciclamen se puede presentar un solo síntoma o varios de manera 
simultánea, de los cuales se pudo aislar de manera individual o en conjunto las bacterias 
identificadas en este estudio, D. solani, P. atrosepticum y P. asplenii. 
 
P. atrosepticum fue aislada de síntomas de raíces blandas, P. asplenii de síntomas de 
peciolos/pedunculos blandos, mientras que D. solani fue aislada de todos los síntomas 
característicos de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen. 
 
De los sustratos y agua de riego evaluados en este estudio, utilizados en la producción de 
ciclamen, no se recuperaron aislamientos patógenos causantes de la enfermedad 
pudrición blanda bacteriana de ciclamen. 
 
Los resultados de este estudio originan el primer reporte de D. solani, P. atrosepticum y P. 
asplenii, causando la enfermedad de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen y actualiza 
el estado fitosanitario de esta ornamental en el país. 





Continuar la búsqueda de las fuentes de inóculo de las bacterias asociadas con la 
enfermedad pudrición blanda bacteriana de ciclamen en semillas, sustratos y agua de riego 
implementados en el proceso de producción. 
 
Realizar pruebas de patogenicidad con consorcios formados por las especies bacterianas 
identificadas en este estudio, como los agentes causales de la pudrición blanda bacteriana 
de ciclamen. 
 
Socializar los resultados obtenidos a la comunidad de viveristas del municipio de San 
Antonio del Tequendama, mediante un evento de divulgación y material impreso que 
ilustren los diferentes síntomas de la enfermedad.  
 
Realizar la secuenciación completa del genoma de los siete aislamientos obtenidos, 
causales de la pudrición blanda bacteriana de ciclamen, que no solo identifique las 
diferencias a nivel genómico, sino que también permita realizar un análisis funcional, que 
incluya factores de patogenicidad conservados entre las especies bacterianas como las 
enzimas de degradación de pared celular y factores no conservados como flagelina, 
sideróforos, polisacáridos, sistemas de secreción de proteínas y factores de regulación, 
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6. Material suplementario 























































































































































Secuencias gen icdA(6) 
 















































Secuencias gen mdh(7) 
 








































Secuencias gen pgi (9) 
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Secuencias gen rpoD (3) 
 
>3.7  
CCGAAGTTCCGCCACCGGTCGATGCCAAGTCCGGCAAGGAAAACGACACCGACGA
CGAGGATGAAGAATCCGACGGTGACGACGAGGATGAGATCGAAAGCGGCCCGTAC
CATCTCGTTGCCGCACAGCGCTTCGGCGCCTTCGCCGAGCAGATGGAAGTCGCTCG
CAAGGCACTGAAGAAGCACGGCCGCAACAACAAGGCGACCATCGCCGAGCTGCTG
CTCCTGGCCGAGCTGTTCATGCCGATCAAGCTGGTGCCCGCGCAGACCGTAGGGCT
GGTCGAGCGTGTCCGCAGCGCCCTGGACCGCCTGCGCCATCAGGAACGCGCCATC
ATGCAGCTGTGCGTGCGTGATGCCCGCATGCCGCGTGCCGATTTCCTGCGCCAGTT
CCCGGGCAACGAAATCGACGAAAGCTGGACCGACGCCCTGGCCAAAGGCAAGAGC
AAATACGCTCGAAGCCATCG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
